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Resumo 
 
A indústria agroalimentar encontra-se em grande expansão e a sua monotorização 
é uma inevitabilidade mais que evidente. Com imposições ditadas por 
regulamentações ou pelo mercado, existe uma necessidade constante na 
implementação de sistemas de qualidade fiáveis, com tempos de resposta adequados 
e se possível de baixo custo. Esta necessidade, é o motor para o aparecimento de 
novas técnicas e equipamentos miniaturizados com vista à quantificação e deteção de 
compostos químicos e biológicos de interesse neste mercado. 
Neste contexto esta dissertação de doutoramento inserido no meio empresarial 
visou o estudo e desenvolvimento de sensores analíticos miniaturizados, para 
monotorização de diferentes parâmetros na indústria agroalimentar. O trabalho 
desenvolvido pode ser resumido em três grandes temas: contribuição para o 
desenvolvimento de uma plataforma para a construção de biossensores óticos; 
otimização de um equipamento e respetivo imunoensaio miniaturizado para a deteção 
de Ocratoxina A e desenvolvimento de sistemas analíticos para a quantificação de pH 
e azoto assimilável em vinho. 
 Perspetivando a construção de uma plataforma de biossensores óticos, com todos 
os reagentes imobilizados, efetuou-se o estudo da modificação de superfícies (ITO e 
Au) recorrendo a polielectrólitos funcionalizados com ferroceno para a mediação da 
reação de eletroquimioluminescência do sistema luminol/H2O2. A mediação por 
diferentes derivados de ferroceno foi demonstrada em solução, e otimizada tendo em 
conta determinados fatores tais como pH, força iónica, concentração de reagentes 
(razão luminol/ferroceno) e método de perturbação eletroquímica no processo de 
eletroquimioluminescência. 
Sintetizou-se um polieletrólito catiónico funcionalizado com o grupo funcional 
ferroceno, tendo a sua adsorção electroestática sido avaliada em ITO e ouro 
previamente modificado com uma monocamada de 3-mercaptopropanosulfonato. A 
modificação dos elétrodos com recurso ao processo de montagem de camada por 
camada foi estudada, bem como a sua estabilidade a diferentes pH. Os elétrodos 
modificados aparentam uma elevada estabilidade eletroquímica quando avaliados em 
meios acídicos em oposição ao observado quando perturbados em soluções básicas, 
ideais para a intensificação do sinal ótico.  
 No âmbito da participação no projeto europeu “Demotox” desenvolveu-se um 
protótipo pré-industrial para a deteção de Ocratoxina A (OTA) em cereais e vinho, 
recorrendo a um ensaio imunoenzimático em suporte sólido, baseado no princípio da 
interação específica entre anticorpo e antigénio (OTA). A miniaturização e alteração do 
formato do imunoensaio de competitivo indireto para competitivo direto bem como a 
otimização efetuada permitiu diminuir o tempo de ensaio, o número de passos no 
processo de deteção bem como revelar-se eficiente para a deteção de OTA em vinho 
no limite legal (2 ng/mL). 
A validação do equipamento, como sistema analítico semi-quantitativo de resposta 
binária (sim/não; contaminado/não-contaminado) foi realizado de acordo com as 
normas europeias em vigor, para cereais de alimentação animal, apresentando 
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resultados bastante satisfatórios e passiveis de serem utilizados para o limite legal 
estabelecido 250 ppb de OTA. 
No terceiro tema abordado procedeu-se à construção de um elétrodo de pH de 
estado sólido e ao desenvolvimento de técnicas para a quantificação de azoto 
assimilável no vinho. 
A construção de um elétrodo de pH de estado sólido baseou-se na deposição 
eletroquímica de óxidos de irídio. A otimização do método de crescimento 
eletroquímico (potenciodinâmico e galvanoestático) foi efetuado contemplando o 
tempo de resposta e respetiva estabilidade dos depósitos obtidos, em soluções de 
diferentes pH. A resposta otimizada revelou um comportamento super-Nernstinian e 
boa linearidade com o pH em soluções tampão. O sinal obtido em amostras reais, 
vinho, apresenta uma elevada interferência de compostos redox presentes. Tal 
interferência foi minimizada pela deposição adicional de membranas de polifenol ou 
nafion, sem ser no entanto totalmente colmatada, estando em aberto a sua otimização.  
Para a determinação de iões amónio construiu-se um elétrodo seletivo de iões 
amónio (ISE) tendo sido avaliados vários parâmetros na sua construção, tais como: 
número de camadas da membrana seletiva, a presença e natureza de um condutor 
misto iónico/eletrónico. O elétrodo demonstrou excelente desempenho em solução 
tampão em oposição com o observado em amostras reais, devido à presença de uma 
elevada concentração de iões potássio no vinho.  
Com base nas propriedades de fluorescência de emissão de isoindolos 
provenientes da reação de o-ftaldeído, um nucleófilo e NH4+ ou -aminoácidos, e 
utilizando como base a plataforma de medida Enosense® criada pela Lumisense,Lda 
desenvolveram-se dois métodos de medida, um para a determinação de iões amónio e 
outro para a determinação de aminoácidos em amostras de vinho.  
 
Palavras chave: Polieletrólito; Electroquimioluminescência; Microfluídica; Sistemas 
miniaturizados; Sensores. 
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Abstract 
 
The agrifood industry is in expansion and its monitoring is an inevitability more than 
evident. With impositions dictated simultaneously by legal regulations and market, 
there is a constant need for the implementation of reliable control quality systems, with 
adequate response times and whenever possible with low cost. This need, is the drive 
for the development of new miniaturized analytical techniques and equipments aimed 
for the quantification and detection of chemical and biological compounds of interest in 
this market. 
In this context this doctoral dissertation aimed at the study and development of 
miniaturized analytical sensors for monitoring different parameters in the agribusiness 
industry. The work can be subdivided into three main themes: contribution to the 
development of a platform for the construction of optical biosensors, optimization of an 
equipment and corresponding miniaturized immunoassay for the detection of 
Ochratoxin A and development of analytical systems for the measurement of pH and 
yeast assimilable nitrogen in wine. 
Aiming at the construction of a platform for optical biosensors, with all the reagents 
immobilized on an electrode, a study was conducted on surface modification 
(IndiumTin Oxide (ITO) and Au) by ferrocene functionalized polyelectrolytes for the 
mediation of the electrochemiluminescence reaction between luminol and H2O2. The 
mediation of distinct ferrocenes derivatives was demonstrated in solution, and the 
experimental conditions were optimized considering the pH, ionic strength, 
concentration of reagents (molar fraction luminol/ferrocene) and the applied 
electrochemical method in the ECL process. 
The electrostatic adsorption of the synthetized ferrocene functionalized cationic 
polyelectrolyte was evaluated in ITO and gold surfaces, where the latter was previously 
modified with a self-assembled monolayer of (3-mercaptopropyl)sulfonate monolayer.  
The modification of the electrode surfaces with thin films, formed via the adsorption 
of a layer-by-layer assembly of charged polyelectrolytes, revealed a high 
electrochemical stability in acidic media as opposed to the observed when studied in 
basic solutions, which are ideal for the intensification of the optical signal. 
In the context of Lumisense participation in a European project "Demotox", a pre-
industrial prototype was developed for the detection of Ochratoxin A (OTA) in cereals 
and wine, by means of an enzyme-linked immunosorbent assay in solid support, based 
on the principle of specific interaction between antibody and antigen (OTA). The 
miniaturization and the format change of the immunoassay from an indirect competitive 
to a direct competitive immunoassay, as well as its performance optimization, allowed 
to decrease the total assay time, the number of  involved steps, and also enabled OTA 
detection in wine at the legal limit (2 ng/mL). 
The equipment validation, as an analytical semi-quantitative system based on a 
binary response (yes/no; contaminated/non-contaminated) was performed in 
accordance to European standards for cereals used for animal feed, presenting very 
satisfactory results and allow it to be used for the legal limit established for OTA of 250 
ppb. 
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The third theme concerned the construction of a solid state pH probe, as well as the 
development of optical methods for the quantification of yeast assimilable nitrogen in 
wine. The pH probe was constructed based on the electrochemical deposition of 
iridium oxides. The optimization of the electrochemical growth methods 
(potentiodynamic and galvanostatic) was performed by considering the stability and 
response time of the obtained deposits, at solutions with different pH. The optimized 
answer showed super-Nernstinan response with good linearity in buffer solutions. The 
signal obtained in real wine samples reveals a high interference of the redox 
compounds present in wine matrix. Such interference was slightly minimized by adding 
a membrane of polyphenol or nafion, without being totally surpassed, opening space 
for further optimization. 
An ion solid state selective electrode probe was developed for the determination of 
ammonium ions in wine. A number of parameters have been optimized during the 
electrode construction, such as number of layers of the selective membrane, the 
presence and nature of a ionic/electronic conductive layer. The probe demonstrated 
excellent performance in buffer solution in opposition with the observed in real 
samples, due to the presence of a high concentration of potassium ions in the wine. 
Based on the fluorescence properties of the isoindole products, formed during the 
reaction of o-phthalaldehyde, a  nucleophile and NH4+ or -amino acids, and using 
Enosense® platform, developed by Lumisense Lda for optical detection, two analytical 
methodologies were successfully developed, one for the determination of ammonia 
ions and another for the determination of amino acids in wine samples. 
 
Keywords: Polyelectrolyte; Electrochemiluminescence; Microfluidic; Miniaturized 
systems; Sensors.  
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Lista de abreviaturas 
 
A/D – Conversor analógico/digital 
Anti-OTA-HRP – Anticorpo policlonal de coelho purificado por afinidade específica 
contra a OTA e conjugado com peroxidase de rábano-de-cavalo (HRP) 
APTES – 3-aminopropiltrietoxissilano 
BSA – Albumina do soro bovino 
CAD/CAM – Desenho assistido por computador/manefatura assistida por 
computador 
CAS – Base de dados da Chemical Abstracts Service 
CNC – Controlo numérico computorizado 
DC – Corrente contínua 
E.U. – União Europeia 
EA – Elétrodo auxiliar 
ELISA – Ensaio imunoenzimático em suporte sólido 
EMF – Força eletromotriz 
Epa – Potencial do pico de oxidação ou anódico 
Epc – Potencial do pico de redução ou catódico 
EQL – Eletroquimioluminescência 
ER – Elétrodo de referência 
Fc-PAH – Hidrocloreto de polialilamina modificado com ferroceno 
FTIR – Espectrometria de infravermelho médio com transformada de Fourier 
HPLC – Cromatografia líquida de alta eficiência 
HRP – Peroxidase de rábano-de-cavalo 
IDE – Ambiente integrado de desenvolvimento 
INESC-MN – Instituto de Engenharia de Sistemas e Computadores - Microsistemas 
e Nanotecnologias 
Ipa – Corrente de pico anódico 
Ipc – Corrente de pico catódico 
ITO – Óxido de índio-estanho 
j – Densidade de corrente 
LOD – Limite de deteção 
MPS – 3-mercaptopropanosulfonato de sódio 
NAC – N-acetil-L-cisteína 
NOPA – “Nitrogen by OPA” 
OIV – Organização internacional do vinho 
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OPA – Orto-ftalaldeído 
OTA – Ocratoxina A 
OTA-BSA – Albumina de soro bovino conjugada com OTA 
PAH – Hidrocloreto de polialilamina 
PBS – Tampão fosfato salino 
PDMS – Polidimetilsiloxano 
pKa – Valor de pH ao qual 50% das espécies ionizáveis se encontram carregadas 
PLA – Ácido polilático  
PME – Pequenas e médias empresas 
PMMA – Polimetil-metacrilato (nome comum Acrílico) 
ppb – Partes por bilião (g / Kg) 
ppm – Partes por milhão (mg / Kg) 
ppt – Partes por trilião (ng / Kg) 
ppy –  Polipirrolo 
PSS – Poliestireno sulfonato de sódio 
QL – Quimioluminescência 
RPM – Rotações por minuto 
RSDRi – Condições de precisão intermédia 
SAM – Monocamada auto-organizada 
SCE – Elétrodo saturado de calomelanos 
STC – Concentração de rastreio visada 
STL – Ficheiro com formato de stereo litografia 
SU-8 – Fotoresiste negativo à base de epoxido 
SUA – Solução de amostra a analisar 
TLC – Cromatografia em camada fina 
u.a. – Unidades arbitrárias 
Utlz – Utilizador 
ΔEp – Epa – Epc = diferença entre os potenciais de pico anódico e catódico 
λ – Comprimento de onda 
Г – Cobertura superficial 
 – Velocidade de varrimento 
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1.1 Introdução geral 
 
O desenvolvimento e aplicação de métodos e técnicas analíticas aplicadas à 
indústria agroalimentar e das bebidas, tem crescido em paralelo com a preocupação 
crescente dos consumidores, nomeadamente no que concerne à composição e 
segurança alimentar. 
Por forma a responder a uma exigência gradual dos consumidores e da legislação 
observa-se uma tendência geral na indústria para a adoção de métodos analíticos que 
permitam uma resposta rápida e no local, em particular no que respeita ao controlo de 
matérias-primas e processos de produção [1] [2]. 
Tal como em outras áreas (e.g. telemóveis, computadores portáteis), também nos 
dispositivos analíticos se verifica uma propensão para a sua miniaturização, por forma 
a possibilitarem a realização em pequena escala de operações laboratoriais 
complexas e automatizadas [3] [4]. 
A introdução de sistemas miniaturizados poderá desempenhar um papel crucial, 
representando inúmeras vantagens, tais como:  
(i) Resposta rápida: redução do tempo dos ensaios para testes de despiste no 
local; 
(ii) Miniaturização: para a produção de instrumentos portáteis para testes nos 
locais de produção; 
(iii) Redução de custos: em termos de reagentes consumidos e equipamentos 
(produção em massa); 
(iv) Capacidade de resposta: possibilidade de realizar múltiplas análises de uma 
só amostra; 
(v) Automatização: sistema de leitura eletrónicos e comunicação inteligente 
para sistemas autónomos;  
(vi) Novas funcionalidades: combinação possível de diversos sensores e 
respetiva integração eletrónica; 
 
Dentro da indústria agroalimentar a implementação de sistemas analíticos 
miniaturizados é particularmente relevante para: 
 Controlo de qualidade alimentar [5] [6] [7]; 
 Segurança alimentar [8] [9] [10]; 
 Controlo de processo de produção [11] [12] [13]; 
 Prevenção de fraude [14] [15]; 
 Conservação e embalagem inteligente [16] [17]; 
 
Alinhada com a estratégia de I&D da empresa de acolhimento, a investigação 
realizada neste trabalho pretende contribuir para o avanço no conhecimento relativo 
ao desenvolvimento de metodologias e dispositivos analíticos, passiveis de 
miniaturização, em particular métodos analíticos envolvendo transdução eletroquímica 
e ótica (absorvância e fluorescência) para aplicação na indústria agroalimentar.  
Na secção seguinte, apresenta-se uma revisão bibliográfica sucinta, realçando os 
aspectos mais relevantes a ter em consideração no desenvolvimento de sistemas 
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miniaturizados envolvendo biossensores e imunoensaios, em particular envolvendo 
transdução ótica e eletroquímica. 
 
1.1.1 Biossensores  
 
Nos últimos anos o desenvolvimento de biossensores tem atraído um grande 
interesse, não só na comunidade científica mas também a nível industrial, 
essencialmente devido à sua aplicação a um grande número de procedimentos 
analíticos e pela sua elevada sensibilidade, especificidade e facilidade de uso [18] [19]. 
Um biossensor é definido pela União Internacional de Química Pura e Aplicada 
(IUPAC), como: "um dispositivo que é capaz de fornecer informação analítica 
específica quantitativa ou semi-quantitativa usando um elemento de reconhecimento 
biológico (recetor bioquímico) que é mantido em contacto direto com um elemento 
transdutor” [20]. Assim de acordo com a definição, todos os biossensores são 
baseados em um sistema de dois componentes: um elemento de reconhecimento 
biológico que facilita a ligação específica ou a reação bioquímica especifica com o 
analíto, e uma unidade de conversão de sinal (transdutor). 
Os biossensores podem ser classificados, segundo o elemento biológico ou 
respetivo transdutor [21]. Desta forma e considerando o elemento biológico podem ser 
classificados por exemplo: biossensores enzimáticos (enzimas) [22] [23], Imunológicos 
(anticorpos) [24] e celulares (microorganismos) [25]. Se considerarmos o método de 
transdução por: óticos [21] [26], electroquímicos (amperométrio, potenciométrico, 
condutimétrico, etc) [27] [28], gravimétricos [29], calorimétricos [30], entre muitos 
outros. 
Uma outra classificação possível dos biossensores consiste em subdividi-los em 
dois subgrupos: os biossensores de reconhecimento direto (label-free) [31] [32], em 
que a interação biológica é medida diretamente, e biossensores de deteção indireta, 
que dependem de elementos secundários para deteção (marcadores). 
Biossensores de deteção direta utilizam a medição direta da interação biológica. 
Tais detetores normalmente medem alterações físicas (por exemplo, alterações nas 
propriedades óticas, mecânicas, ou elétricas) induzidos pela interação biológica, e que 
não necessitam de marcação para a deteção [33]. De entre os métodos de transdução 
em sistemas de deteção diretos, os mais usuais incluem sistemas óticos (sendo o 
efeito de ressonância de plasmão o mais usado) [34] e sistemas mecânicos [35], tais 
como osciladores de cristal de quartzo [29]. 
Para o caso de deteção direta o reconhecimento do ligando desempenha um papel 
extremamente importante. Embora os recetores mais utilizados sejam anticorpos, 
outros ligandos estão a ser desenvolvidos, incluindo aptâmeros (ácidos nucleicos de 
ligação a proteínas) [36] [37] e péptidos [36] [38] . 
 Biossensores diretos podem também no entanto ser aplicados num modo indireto, 
tipicamente quando se deseja aumentar a sua sensibilidade. Estes dependem de 
elementos secundários (marcadores) para a deteção. Exemplos de tais elementos 
secundários são enzimas (por exemplo, fosfatase alcalina, HRP ou glucose oxidase) 
[39] [40], marcadores fluorescentes (fluoróforos, quantum dots) que melhoram a 
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deteção de um complexo em sanduíche [41]. Ao contrário dos detetores diretos, que 
medem diretamente alterações induzidas por interações biológicas e são "livres de 
marcadores", os detetores indiretos requerem que a biomolécula de reconhecimento 
seja marcada antes de se ligar ao analíto. 
No que diz respeito biossensores miniaturizados é necessário realizar uma 
distinção entre verdadeiros sistemas miniaturizados, i.e. aqueles onde o sistema de 
reconhecimento e transdução é verdadeiramente miniaturizado e aqueles nos quais o 
ensaio analítico é miniaturizado mas o sistema de deteção recorre a equipamentos 
externos complexos e de tamanho convencional.  
Na realidade a maioria dos biosensores miniaturizados reportados na literatura 
recaem nesta ultima categoria. Por exemplo sistemas de deteção de DNA em 
microarrays com microscópios confocais [42] e câmeras CCD [43]; biossensores 
baseados em ressonância de plasmão de superfície [44] [45]; biossensores baseados 
em cantilevers usando microscopia de força atómica [46] [47], fazem uso da 
miniaturização para melhorar o desempenho do reconhecimento molecular biológico, 
mas dificilmente são portáteis, de baixo custo e fáceis de usar.  
A deteção, em microssistemas analíticos, é um dos principais desafios, uma vez 
que técnicas de elevada sensibilidade são necessárias como consequência do uso de 
volumes de amostra muito pequenos, em ambientes de dimensões micro. É tendo em 
consideração estes constrangimentos que o uso de métodos eletroquímicos e óticos 
de deteção são particularmente adequados nestes sistemas. Apresentam uma elevada 
facilidade de miniaturização devido à sua inerente compatibilidade com técnicas de 
microfabricação, sem uma perda acentuada de desempenho. 
Confrontando os dois métodos de eleição, nos métodos de deteção eletroquímica a 
resposta não está dependente do percurso ótico e turbidez da solução apresentado 
adicionalmente baixo requerimentos de consumo energético. 
Um exemplo de sucesso no desenvolvimento de biossensores óticos 
miniaturizados, são aqueles que recorrem ao uso de fibras óticas como sonda e 
superfície de imobilização das biomoléculas, ilustrado na Figura 1.1, revelando uma 
aplicação crescente em aplicações farmacêuticas, industriais e militares. A facilidade 
de condução da luz, comprimentos de interação elevados, baixo custo e a capacidade 
não só de realizar a excitação das moléculas como a recolha simultânea da luz emitida 
dos alvos, são os principais fatores a favor do uso de fibras óticas em biossensores 
[48] [49].  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.1 – Ilustração de um biossensor para detetar pesticidas recorrendo ao uso de fibras óticas, 
adaptado de [50]. 
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1.1.2 Imunoensaios 
 
A análise de alimentos com vista à deteção de compostos biológicos (bactérias 
patogénicas) e contaminantes (e.g. toxinas, pesticidas) é de importância primordial 
para assegurar a segurança e qualidade dos mesmos.  
Nas últimas décadas, o controlo de segurança alimentar tem sido essencialmente 
efetuado através do controlo do produto, em detrimento do controlo do processo. 
Estas práticas fazem com que um número elevado de amostras tenham que ser 
analisadas antes de se poder tomar a decisão, de que um determinado lote de produto 
é seguro. Além do mais o controlo através do produto final apenas deteta as falhas e 
não as causas no processo de produção [51].  
O controlo de produto em detrimento do controlo de processo é essencialmente 
devido à lacuna de dispositivos analíticos fiáveis e de resposta rápida, com 
capacidade de utilização no local de produção. De facto uma grande maioria das 
análises efetuadas para a deteção de microorganismos ou compostos contaminantes 
socorre-se de imunoensaios convencionais em ambiente laboratorial, com tempos de 
espera alargados.  
O recurso a imunoensaios tem sido amplamente empregue não só na indústria 
alimentar mas também em diagnósticos médicos [52], análise farmacêutica e 
ambiental [53], essencialmente devido à sua simplicidade, sensibilidade e 
especificidade. 
Os immunoensaios são também denominados por ELISA, do termo inglês (Enzyme 
Linked Immuno-Sorbent Assay), ou por ensaio imunoenzimático em suporte sólido, e 
são baseados no princípio da interação específica entre anticorpo e antígenio, o qual 
lhes confere a sua elevada especificidade [54]. 
De uma forma geral podemos classificar os formatos de ELISA considerando o 
meio em que são realizados (homogéneos ou heterogéneos) ou a técnica usada 
(competitivos vs. não-competitivos), sendo que no formato heterogéneo ainda se 
podem classificar com base no componente que se encontra imobilizado (direto vs. 
indireto). 
Independentemente da configuração escolhida os ensaios de ELISA são 
compostos por um sistema de captura, um analíto (substância que se pretende 
detetar) e o sistema de deteção (por exemplo um fotodíodo). Para escolher a 
configuração mais adequada ao sistema em estudo deve ter-se em conta se se 
pretende proceder a uma quantificação ou apenas a deteção, o tipo de ligação e o 
tamanho do antigénio, a sensibilidade e precisão desejada e o tempo disponível para a 
recolha de dados (31). 
Em imunoensaios heterogéneos o anticorpo (ou em alguns casos o antigénio) é 
imobilizado sobre um suporte sólido, enquanto os ensaios homogéneos se desenrolam 
inteiramente na fase de solução 
Nas figuras seguintes encontram-se representadas esquematicamente as 
diferentes configurações possíveis para ensaios de ELISA heterogéneos. 
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 Formato direto vs. Indireto 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.2 – Representação esquemática para imunoensaios heterogéneos indiretos e diretos. 
 
 Formato competitivo vs. não-competitivo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.3 – Representação esquemática para imunoensaios heterogéneos competitivos e não-
competitivos. 
 
Um ponto em comum para a maioria dos imunoensaios, consiste na série de 
passos de lavagem, mistura e incubação envolvidos no processo, os quais são 
extremamente morosos e consumidores de tempo, fazendo com que um único ensaio 
necessite de várias horas para ser realizado. A grande maioria do tempo despendido 
em imunoensaios convencionais é essencialmente devido à necessidade de longos 
tempos de incubação, resultado do ineficiente transporte de massa, assente 
puramente em fenómenos de difusão. Por este motivo, tem havido um forte 
investimento na adaptação das metodologias a sistemas miniaturizados. 
 
 
Anticorpo imobilizado Anti-IgG imobilizado Antigénio imobilizado 
Indireto/Sandwich Direto 
Anticorpo marcado 
Competitivo 
Antigénio marcado 
Não-competitivo 
Antigénio imobilizado Anticorpo imobilizado 
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1.1.3 Sistemas analíticos miniaturizados 
 
Os sistemas analíticos miniaturizados, são também atualmente conhecidos como: 
“lab-on-chip”, biochips ou por “micro-total-analysis-system” (TAS). Podem ser 
visualizados como versões miniatura de equipamentos laboratoriais convencionais, 
nos quais é possível realizar protocolos completos envolvendo diversas operações 
químicas e físicas tais como: pré-tratamento da amostra, transporte de 
reagentes/produtos, mistura, separação reacional, deteção e recolha de produtos de 
forma automática num só dispositivo. Para tal diferentes componentes necessitam de 
ser integrados tais como, microbombas, microreators, microvalvulas, etc. [55]. 
Um imunoensaio miniaturizado recorrendo a estruturas microfluídicas implica que 
existam microcanais para o transporte dos líquidos, e com uma parte ou a totalidade 
dos componentes necessários para a realização do imunoensaio integrados [56] [57] 
[58]. 
Métodos analíticos que recorrem à tecnologia envolvendo microfluídica procuram 
em geral melhorar o desempenho analítico, reduzindo o consumo de reagentes, 
diminuindo o tempo de análise, melhorando a fiabilidade e sensibilidade através de 
automação, e integrando múltiplos processos num único aparelho/estrutura 
microfluídica. Estas características são particularmente adequadas no 
desenvolvimento de imunoensaios por uma variedade de razões que se passam a 
enumerar: 
 Quantidades de reagentes e amostras 
A grande maioria dos anticorpos, marcadores fluorescentes, enzimas e outros 
reagentes envolvidos nos imunoensaios são dispendiosos, muitas vezes na ordem das 
centenas de euros por miligrama, e como tal a miniaturização reduz drasticamente 
estes custos. 
 Diminuição do tempo de análise 
Uma das grandes desvantagens dos procedimentos típicos em imunoensaios 
heterogéneos é a realização dos mesmos recorrendo a microplacas. Através da 
redução da distância de difusão e convertendo tempos de análise para segundos e 
minutos em vez de horas e dias, os imunoensaios miniaturizados podem no limite ser 
rápidos o suficiente para monitorizar em contínuo, sem sacrificar a sensibilidade e 
fiabilidade, e como tal mimetizarem um verdadeiro sensor. 
 Automatização 
Uma das principais fontes na perda de precisão, em muitos dos procedimentos 
envolvidos em imunoensaios de bancada, é o simples erro humano. Ao contrário de 
equipamento robotizados grandes e dispendiosos, procedimentos englobando 
estruturas microfluídicas podem sem construídas para funcionarem sem qualquer 
parte móvel sujeita a desgaste, revelando-se relativamente económicos de produzir e 
operar. O movimento de líquidos pode ser controlado com precisão por software 
conectado a bombas, válvulas, agitadores, etc. De tal forma que cada amostra pode 
ser analisada sempre de forma idêntica. Medidas precisas, que usualmente requerem 
um operador especializado, podem ser obtidas pela simples execução de um 
programa. 
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 Integração e portabilidade 
Os benefícios da miniaturização vão muito além de uma diminuição da escala e 
volumes usados. A razão da área superficial para o volume pode ser muito maior 
quando se opera em escala micro, fazendo com que fenómenos de transporte de 
massa sejam muito mais eficientes. De tal forma que interações químicas entre a 
superfície e a solução são mais rápidas devido ao percurso para difusão ser bastante 
menor. Na posse de equipamentos de pequena dimensão, envolvendo estruturas 
microfluídicas, com capacidade de realizar análises de forma rápida, e no local de 
recolha da amostra, evita o envio da mesma para laboratórios especializados 
permitindo um melhor tempo de resposta. Por outro lado como o volume de líquido 
necessário é bastante baixo, pouca energia é necessária para os manipular. Aliás, de 
tal forma que é possível recorrer a sistemas passivos que nem sequer requerem o uso 
de energia externa, funcionando apenas com base em processos de difusão e/ou de 
capilaridade para controlar o ensaio. 
Para o desenvolvimento de imunoensaios, recorrendo a estruturas microfluídicas, 
tem ainda de se ter em consideração determinados aspetos de ordem tecnológica e 
práticos como os seguintes enumerados: 
 
 Material de fabrico da estrutura microfluídica. 
 Além de considerações de ordem prática para o fabrico, a natureza da superfície 
exposta no canal pode ser de crucial importância devido a elevada razão área/volume 
associada a estas dimensões. 
 Modificação da superfície.  
Modificações da superfície do canal é na maioria das vezes necessária quer para 
prevenir adsorção da amostra e/ou outros reagentes, ou pelo contrário para promover 
por exemplo a adsorção de proteínas bloqueadores de adsorção não-específica. 
 Introdução da amostra/reagentes e descolamento do fluido no canal.  
Esta é uma das considerações muitas vezes menosprezada em desenvolvimentos 
de caracter mais fundamental. No entanto uma estratégia tem de ser bem planeada 
para realizar a interface entre o mundo em escala macro do laboratório e a 
microescala do teste. 
Apesar de todas estas vantagens, ainda existem atualmente algumas limitações, 
tais como a formação de bolhas e volumes mortos os quais devem ser tidos em 
atenção. A inclusão de bolhas pode interromper a continuidade dos líquidos e afetar 
fortemente o desempenho.  
Os aspetos a ter em conta no desenvolvimento de sistemas de microfluídica 
exigem muito mais estudos de optimização para adaptar os ensaios que tiveram 
sucesso a uma escala macro. 
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1.2 Objetivo e estrutura da tese 
 
O objetivo central do projeto de doutoramento visa o estudo e desenvolvimento de 
sensores analíticos para monotorização de diferentes parâmetros na indústria 
agroalimentar.  
A opção para a ordem de apresentação dos resultados deste trabalho de 
doutoramento teve como base a sucessão cronológica pela qual os mesmos foram 
realizados, em linha com os objetivos propostos para a tese e alinhados com a 
estratégia da empresa Lumisense, Lda. 
A tese é constituída por um capítulo com uma introdução geral e sucinta sobre 
sistemas analíticos miniaturizados, três capítulos com apresentação e discussão dos 
resultados obtidos e um capítulo final com as conclusões finais e perspetivas futuras, 
perfazendo um total de cinco capítulos. Os resultados obtidos nos capítulos 2, 3 e 4 
assentam no desenvolvimento de tecnologia e metodologias para a determinação 
analítica de compostos de interesse para a indústria agroalimentar recorrendo a 
métodos óticos de aquisição. Em virtude da especificidade de cada um dos assuntos 
discutidos em cada capítulo, optou-se por apresentar em cada um, um pequeno 
resumo, uma introdução ao tema em estudo, bem como os procedimentos e parte 
experimental envolvidos e conclusões. 
O primeiro capítulo de resultados teve como objetivo o estudo da mediação da 
reação de eletroquimioluminescência proveniente da reação de oxidação de 
Luminol/H2O2 recorrendo a um polielectrólito catiónico modificado com ferroceno, 
tendo em vista a sua aplicação na construção de uma plataforma para aplicação em 
biossensores óticos à base de eletroquimioluminescência contendo todos os 
componentes imobilizados. 
O capítulo 3 foi desenvolvido tendo em vista a construção de um protótipo pré-
industrial para a deteção de Ocratoxina A (OTA) com recurso a um ensaio 
imunoenzimático em suporte sólido inserido numa estrutura microfluídica. Este 
trabalho foi realizado no âmbito da participação da Empresa num projecto Europeu 
denominado Demotox.  
Por fim o último capítulo de resultados teve como objetivo a adaptação e 
desenvolvimento de técnicas de determinação de azoto assimilável para uso no 
equipamento multiparamétrico desenvolvido pela Lumisense,Lda, parcialmente 
inserido no projecto nacional Bionitro. 
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Preparação de elétrodos modificados 
com polieletrólitos para o 
desenvolvimento de biossensores 
óticos com base em 
eletroquimioluminescência 
 
 
 
 
 
Parte do trabalho apresentado neste capítulo foi objeto das 
seguintes apresentações na forma de poster: 
“Electrochemiluminescence of luminol/H2O2 system catalyzed by ferrocenes 
derivatives in solution on ITO electrode” exposto no XII Iberian Meeting of 
Electrochemistry & XVI Meeting of the Portuguese Electrochemical Society, 
Lisboa, Setembro 2010. 
“Electrochemiluminescence of luminol on a poly(allylamine)ferroceno modified 
electrode” exposto no 63rd Annual Meeting of International Society of 
Electrochemistry, Praga, Agosto 2012. 
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2.1 Resumo 
 
Este capítulo consiste na preparação, caraterização e otimização de elétrodos 
modificados com polieletrólitos, numa metodologia de camada por camada, com o 
intuito de desenvolver uma plataforma para aplicação em biossensores óticos à base 
de eletroquimioluminescência contendo todos os componentes imobilizados.  
O objectivo deste estudo centra-se na possibilidade de síntese de polieletrólitos 
contendo grupos ferroceno e grupos luminol na sua estrutura, sua caracterização, 
deposição e avaliação como elétrodos com vista à construção de uma plataforma, 
contendo imobilizados, todos os reagentes necessários ao processo de 
electroquimioluminescência (EQL) de luminol com peróxido de hidrogénio. A 
introdução de grupos ferroceno visa a possível mediação deste composto na reação 
de EQL por forma a evitar a oxidação direta do luminol à superfície dos elétrodos 
modificados evitando assim a passivação/envenenamento do elétrodo e consequente 
diminuição de sinal ótico e fraca reprodutibilidade dos sistemas atuais com os 
reagentes em solução. 
O estudo iniciou-se com a apreciação do comportamento de diferentes derivados 
de ferroceno na catálise homogénea da reação de EQL de luminol e peróxido de 
hidrogénio em meio aquoso básico, de modo a avaliar a sua resposta em solução e 
poder extrapolar resultados para o trabalho seguinte de imobilização dos reagentes à 
superfície do elétrodo. 
Foi efetuado um estudo sistemático da influência de determinados fatores tais como 
pH, força iónica, concentração de reagentes (razão luminol/ferroceno), material de 
elétrodo (Ouro e ITO) e método de perturbação eletroquímica no processo de EQL 
mediado pela oxidação de derivados de ferroceno solúveis em meio aquoso (ferroceno 
carboxaldeído, ferroceno monocarboxílico, ferroceno dicarboxílico).  
Após o estudo com todos os constituintes em solução procedeu-se à modificação 
de elétrodos de ITO, com o polieletrólito sintetizado com ferroceno (Fc-PAH), e à sua 
caraterização eletroquímica. Avaliou-se a estabilidade em tampão pH 7 e pH 9, bem 
como a influência dos aniões presentes no eletrólito, e a montagem das várias 
camadas de polieletrólito através da técnica camada por camada.  
Realizou-se ainda a modificação de superfícies de elétrodos de ouro com uma 
monocamada de 3-mercaptopropanosulfonato de sódio (MPS) com dupla finalidade 
de, introduzir uma carga superficial negativa à superfície de elétrodo, para posterior 
imobilização electroestática do polímero catiónico, e de avaliar a possibilidade de 
inibição da oxidação de luminol diretamente na superfície de elétrodo. Avaliou-se o 
comportamento do elétrodo modificado com MPS na adsorção de várias camadas de 
polieletrólito de carga alternada e a sua resposta na reação de EQL do sistema de 
luminol/H2O2. 
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2.2 Introdução 
 
Os biossensores óticos têm-se vindo a revelar uma poderosa ferramenta na 
deteção e análise em diversas áreas de interesse como investigação biomédica, 
monotorização ambiental, na indústria farmacêutica, saúde clínica e até mesmo no 
campo de batalha na deteção de possíveis armas biológicas [1] [2] [3] [4].  
Os métodos de deteção óticos apresentam diversas vantagens relativamente a 
outros mecanismos de transdução: são tradicionalmente seletivos e específicos, são 
imunes a interferências eletromagnéticas, rápidos e muito sensíveis permitindo a 
análise numa gama alargada de concentrações (duas a três ordens de grandeza), uma 
vez que muitas vezes existe dependência linear do logaritmo do sinal ótico com o 
logaritmo da concentração do composto a detetar (compressão logarítmica) [5]. 
Em particular os biossensores com base em processos de quimioluminescência 
fazem uso da emissão de luz de moléculas específicas, quando estas retornam ao seu 
estado fundamental após terem sido excitadas no decorrer de uma reação química [6]. 
O processo de emissão de luz é despoletado através do reconhecimento do analito 
pelo elemento biológico sendo a luz recolhida e quantificada por um detetor ótico. 
Eletroquimioluminescência (EQL) é a quimioluminescência gerada pelo 
relaxamento de moléculas no estado excitado, produzidas a partir de uma reação 
iniciada por via eletroquímica. A EQL permite combinar as vantagens da 
quimioluminescência (QL), elevada sensibilidade, baixo sinal de fundo e simplicidade, 
com a possibilidade de localização espacial, seletividade e controlo temporal sobre a 
reatividade, que é promovida pela utilização de técnicas eletroquímicas para iniciar a 
reação de quimioluminescência na superfície do elétrodo [7] [8] [9]. 
Através do controlo do tempo, a emissão de luz pode ser por exemplo adiada até 
que os processos das reações catalíticas das enzimas tenha tido lugar. O controlo 
sobre a posição pode ser usado para confinar a emissão a uma região que se 
encontra idealmente localizada em relação ao detetor, melhorando a sensibilidade 
devido ao aumento da razão sinal/ruido [10]. Estes fatos aliados à não necessidade de 
excitação da amostra com uma fonte externa de luz, permite a construção de sistemas 
analíticos de baixo custo de implementação, em comparação por exemplo com 
técnicas tais como fluorescência. 
O luminol ou 3-aminoftalhidrazina é um derivado da anilina, cuja estrutura se 
encontra representada na Figura 2.1, sendo o primeiro e mais importante reagente 
usado em estudos de eletroquimioluminescência devido à sua elevada eficiência de 
luminescência. 
 
 
 
 
 
Figura 2.1 – Estrutura do Luminol (3-aminoftalhidrazina). 
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A reação típica de EQL do luminol com o peróxido de hidrogénio em meio alcalino, 
ilustrada na Figura 2.2, envolve um primeiro passo de desprotonação do luminol com a 
formação do anião o qual é subsequentemente electroquimicamente oxidado. A 
subsequente oxidação, do composto diazo resultante, na presença de peróxido de 
hidrogénio dá origem ao 3-aminoftalato no estado excitado. Dependendo do potencial 
aplicado, estão envolvidos na eletrooxidação do luminol diferentes passos 
mecanísticos. O peróxido de hidrogénio pode participar na forma de anião peróxido, 
HOO•, ou como radical superóxido, O2• electroquimicamente formado [11] [12] [13] [14] 
[15]. 
 
Figura 2.2 – Representação esquemática da reação de EQL do luminol em meio alcalino [7]. 
 
Uma das desvantagens detetadas atualmente na aplicação de sistemas de deteção 
ótica utilizando o processo de oxidação eletroquímica do sistema luminol/H2O2 
consiste na passivação observada dos elétrodos, originando a diminuição da 
intensidade do sinal com o uso contínuo e impossibilitando o nível de reprodutibilidade 
pretendido [16]. Por outro lado concomitantemente com a EQL proveniente da reação 
com peróxido de hidrogénio, ocorre também emissão de luz resultante da oxidação de 
luminol e oxigénio dissolvido em solução. Esta última reação faz com que exista 
sempre um sinal de fundo que diminui a capacidade de, por exemplo, detetar 
quantidades sub-nanomolares de peróxido de hidrogénio. 
Uma forma de ultrapassar esta limitação consiste no uso de reagentes/condições 
que intensifiquem o sinal proveniente da reação desejada. Com este objetivo tem sido 
reportado que a quimioluminescência proveniente da oxidação do luminol pelo 
peróxido de hidrogénio pode ser catalisada na presença de catiões metálicos (Co2+, 
Cu2+, Cr3+, Fe3+) [17], enzima HRP [18], ou outros compostos contendo ferro [19]. 
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Para o caso particular da intensificação recorrendo a metalocenos, Wilson e 
Schiffrin em 1996, foram os primeiros a demonstrar que determinados derivados de 
ferroceno também conseguem catalisar esta reação [20]. A reação catalítica foi 
estudada com diferentes derivados de ferroceno em solução e também ligados 
covalentemente a uma proteína, ovalbumina, adsorvida na superfície de um eléctrodo 
de ITO. Foi relevado que a quimioluminescência é iniciada pela oxidação 
eletroquímica dos derivados de ferroceno e que a proteína funcionalizada com estes 
compostos, pode ser detetada com recurso ao sinal proveniente dos processos de 
EQL. Tais resultados permitiram aos autores avançarem com a possibilidade do uso 
de ferrocenos como marcadores para imunoensaios.  
Na sequência deste trabalho os mesmos autores em 1998 [21] avaliaram o efeito 
de vinte soluções tampão diferentes com distintos valores de pKa, e quatro materiais 
de elétrodo. Após otimização, os melhores resultados foram obtidos na presença de 
ferroceno dicarboxílico em tampão bis-tris propano num elétrodo de óxido de índio-
estanho (ITO).  
Após o trabalho pioneiro de Wilson e Schiffrin, diversos autores estenderam este 
estudo, através por exemplo do uso de monocamadas auto-montadas em elétrodos de 
ouro. Charles E. Taylor IV et al. [22] modificaram elétrodos de ouro com 
monocamadas de alcanotiois, de forma, a não só a suprimir a electrooxidação direta 
do luminol e consequente sinal ótico de fundo, mas também com o intuito de promover 
a oxidação de certos derivados de ferroceno que medeiem a reação. Os resultados 
apontam para uma intensificação considerável do sinal em sistemas desenhados de 
modo a existir uma interação electroestática entre os derivados de ferroceno 
carregados positivamente e monocamadas com carga oposta, Figura 2.3. Por sua vez, 
uma repulsão eletrostática é obtida entre o anião de luminol presente na solução e a 
superfície do elétrodo, inibindo a oxidação deste à sua superfície. A deteção do 
derivado do ferroceno pode ser efetuada quer por métodos eletroquímicos quer pela 
emissão de luz, sendo que a quantificação pelo sinal ótico apresenta superior razão 
sinal/ruido que a obtida pelas respetivas medidas de correntes.  
 
Figura 2.3 – Ilustração do sistema implementado usando o processo de interação electroestática entre o 
ferroceno, luminol e monocamadas de tióis. Adaptado de [22]. 
O recurso ao uso de monocamadas para a catálise destes sistemas foi continuado 
por Yakuri Sato et al [23] [24], desta vez utilizando monocamadas contendo na sua 
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própria estrutura os respetivos centros redox de ferroceno. Neste caso uma 
monocamada contendo onze átomos de carbono e com grupo cabeça de ferroceno, foi 
novamente imobilizada na superfície de ouro. Tal como anteriormente verificou-se uma 
intensificação do sinal ótico tendo neste caso os autores estendido os ensaios à 
deteção de glucose na presença de glucose oxidase. Também estes autores, tal como 
os anteriores, reportam que os esquemas de deteção envolvendo reações baseadas 
em quimioluminescência do luminol com ferroceno, aparentam ter uma razão 
sinal/ruido superior que os obtidos por deteção amperométrica quando efetuados em 
condições idênticas. 
Já em 2006 o mesmo autor, Y. Sato [25], reporta a comparação entre o uso de 
elétrodos de ouro modificados com monocamadas contendo grupos ferroceno e 
polímeros redox contendo o metaloceno, poli(divinilferroceno). Neste caso foi revelado 
que ambos os sistemas catalisam o processo, no entanto apesar de uma maior 
quantidade de ferrocenos confinados à superfície pela utilização do filme polimérico, 
esta não se traduz por um aumento significativo do sinal de EQL comparativamente 
com o uso da monocamada. 
De realçar que este é o único documento, do qual se tem conhecimento, que 
reporta o uso de um polímero contendo ferrocenos para mediar esta reação, sendo 
neste caso um polímero redox.  
Este fato atesta a originalidade do trabalho aqui proposto, nomeadamente na 
utilização de polietrólitos contendo grupos ferroceno e sua utilização para a 
modificação de superfície de elétrodos por forma a mediar a reação de EQL de luminol 
com peróxido de hidrogénio. Tal como descrito nos trabalhos anteriores, o objetivo é a 
modificação da superfície com material contendo grupos ferroceno, que intensifiquem 
o sinal ótico, permitindo uma maior sensibilidade para a aplicação em biossensores 
óticos. Simultaneamente pretende-se inferir se também a metodologia de modificação 
por camada por camada com estes polielétrolitos permitem bloquear a electrooxidação 
direta do luminol no substrato metálico, diminuindo o sinal de fundo. Um estudo 
detalhado da resposta destas modificações em soluções de diferente pH, permitirá 
também aferir da sua aplicabilidade em soluções de pH neutro ou ligeiramente 
acídicas, mais indicadas para um funcionamento das biomoléculas. 
 
Polieletrólitos: definições e propriedades. 
Um polieletrólito é definido pela IUPAC como um “Polímero composto de 
macromoléculas no qual uma substancial porção das suas unidades constituintes 
contem um grupo iónico ou ionizável, ou ambos” [26]. 
Os polieletrólitos podem ser sintéticos ou naturais, sendo os ácidos nucleicos, 
proteínas, alguns polipeptídeos e polissacarídeos exemplos de polieletrólitos naturais1. 
De acordo com a definição anterior um polieletrólito é uma espécie macromolecular 
que quando colocada em solução aquosa ou outro solvente ionizável se dissocia 
formando uma molécula polimérica densamente carregada. Esta dissociação é 
                                               
1 Os termos eletrólito polimérico e polímero eletrolítico é por vezes usado para polieletrólito. Não devem no entanto 
ser confundidos com o termo eletrólito polimérico sólido. 
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normalmente acompanhada pela introdução de contra iões de menor dimensão que 
tendem a neutralizar esta carga nas unidades repetitivas de forma a preservar a 
eletroneutralidade. Um polieletrólito, numa solução de força iónica baixa, tende a 
encontrar-se numa forma mais estendida (linear) devido a repulsão intramolecular das 
cargas não compensadas de cada unidade monomérica da macromolécula. Em 
oposição, quando a força iónica da solução é elevada, adota uma estrutura enrolada, 
consequência da excessiva presença de pequenos contra iões. Esta propriedade dos 
polieletrólitos permite ajustar parâmetros tais como a espessura, uniformidade, 
estabilidade e permeabilidade durante a modificação de superfícies com estes 
polímeros [27] [28]. 
 
Processo de auto-montagem camada por camada. 
A técnica de auto-montagem por camada por camada foi pela primeira vez 
mencionada por Iler em 1966 [29]. Em 1991, Decher e Hong [30] [31] expandiram esta 
técnica demonstrando a sua aplicabilidade à ciência dos materiais. A formação de 
multicamadas por camada por camada é realizada simplesmente alternando a 
deposição de polieletrólitos carregados com cargas opostas, de forma que a carga 
oscila entre positiva e negativa para cada deposição de camada. O processo de 
deposição é geralmente atribuído a interações electroestáticas entre os polieletrólitos 
de cargas opostas, sendo no entanto a quantidade e conformação das cadeias 
adsorvidas dramaticamente dependente dos parâmetros processuais, como referido, 
em particular da força iónica e pH das soluções de deposição, assim como da 
densidade de carga de cada um dos polieletrólitos.  
Numerosos estudos têm explorado os efeitos da estrutura molecular, substrato, 
densidade de carga, força iónica pH de disposição, de lavagem e tempo de imersão na 
estabilidade das multicamadas [32] [33] .  
Os resultados demonstram que a estabilidade das multicamadas é extremamente 
governada em particular pela densidade de carga no polímero e força iónica da 
solução, sendo a formação destas multicamadas favorecida por densidades elevadas 
e força iónica baixa.  
As forças de ligação nas multicamadas não têm de ser necessariamente de 
natureza eletrostática. Outras forças, tais como ligações por pontes de hidrogénio [34], 
ligações de coordenação [35], podem também ser usadas como forças motoras para o 
processo de auto-montagem. 
Como o processo envolve apenas a adsorção a partir de soluções, não existem em 
princípio, restrições no que respeita ao tamanho e topologia do substrato, tendo sido 
preparadas multicamadas em coloides [36] e em objetos com alguns centímetros [37]. 
A deposição de filmes em vidro a partir de simples copos de reação é muito simples 
podendo ser efetuada quer de forma manual quer automática (Figura 2.4). 
A simplicidade do processo fez desta técnica um processo de eleição para a 
obtenção de elétrodos modificados.  
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Figura 2.4 – Ilustração esquemática de modificação de superfície de elétrodo utilizando a técnica de 
camada por camada. 
 
Durante os passos consecutivos de adsorção, o substrato é modificado com 
polímeros carregados com cargas opostas e entre cada deposição os filmes são 
normalmente lavados com solvente puro de forma a remover polímero em excesso e 
evitar contaminações entre as diferentes soluções. 
Normalmente, filmes de multicamadas preparados por métodos de camada por 
camada revelam uma forte interpenetração entre camadas poliméricas de cargas 
opostas. A interpenetração extensiva entre camadas de polieletrólitos adjacentes é 
uma propriedade inerente destes sistemas de multicamadas, e informação sobre a 
extensão de interpenetração é bastante importante no que concerne à construção de 
superstruturas auto-montadas. Estudos realizados com recurso a medições de 
refletometria de Raios-X e de neutrões [38] mostram que uma só camada se sobrepõe 
com aproximadamente quatro camadas adjacentes de ambos os lados. A nova 
camada de polieletrólito pode, como tal, interagir com material de sete ou oito 
camadas de filme. 
A quantidade de material depositado para um só polieletrólito é auto-limitada uma 
vez que a repulsão entre polianiões de mesma carga irá limitar a quantidade de 
material que se ligará ao substrato.  
 
  
Polianião Policatião
Substrato
Lavagem
Lavagem
Espécies (-) Espécies (+)
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2.3 Parte experimental 
2.3.1 Reagentes 
 
Na Tabela 2.1 encontra-se a lista de reagentes utilizados no decorrer do trabalho 
experimental. 
 
Tabela 2.1 – Reagentes utilizados com o respetivo número CAS e marca do fornecedor. 
Reagente 
Número 
CAS 
Marca 
Luminol 521-31-3 Fluka (98%) 
Carbonato de sódio 497-19-8 AcrosOrganics (99.8%) 
Bicarbonato de sódio 144-55-8 AcrosOrganics (99.7%) 
Perclorato de sódio 7601-89-0 AcrosOrganics (98%) 
Ferroceno carboxaldeído 12093-10-6 AcrosOrganics (98%) 
Peróxido de hidrogénio 7722-84-1 
Merk(30%) (não 
estabilizado) 
Ácido ferroceno monocarboxílico 1271-42-7 Aldrich (97%) 
Ácido ferroceno dicarboxílico 1293-87-4 Fluka (97%) 
Ferricianeto de potássio 13746-66-2 AcrosOrganics (99%) 
Hexacianoferrato(II)-3 hidratado de 
potássio 
14459-95-1 Riedel-de Haen (99%) 
Perclorato de sódio 7601-89-0 AcrosOrganics (98%) 
Hidrocloreto de polialilamina 71550-12-4 Aldrich (n.d.) 
Poliestireno sulfonato de sódio 25704-18-1 Aldrich (n.d.) 
3-mercaptopropanossulfonato de sódio 17636-10-1 Aldrich (90%) 
 
2.3.2 Equipamentos 
 
Os ensaios de eletroquímica convencional foram realizadas utilizando um 
potencióstato modelo Parstat 2253 da empresa Princeton Applied Research (PAR) e o 
sinal ótico adquirido recorrendo a um fotomultiplicador, modelo:H9858 da 
Hammamatsu conectado ao potencióstato. Para visualização e gravação dos dados 
usou-se o programa PowerSuite da PAR. 
O trabalho experimental foi efetuado dentro de uma caixa de Faraday de modo a 
minimizar as interferências eletromagnéticas e permitir o isolamento da luz ambiente. 
Capítulo 2 
28 
 
2.3.3 Células eletroquímicas 
 
Para os ensaios em elétrodos de ITO desenharam-se e construíram-se duas 
células eletroquímicas, uma para os ensaios em fase estacionária (Figura 2.5a) e outra 
para os ensaios em fluxo (Figura 2.5b). Em ambas as células a aquisição de luz é feita 
pelo lado do elétrodo que não tem ITO depositado, a transparência do mesmo é uma 
enorme vantagem deste material de elétrodo. 
No primeiro caso (Figura 2.5a), como elétrodo de referência (ER) utilizou-se o 
elétrodo saturado de calomelanos (SCE), elétrodo auxiliar (EA) um fio de platina (Pt). 
Para o segundo o caso (b) recorreu-se ao uso de um elétrodo de prata/cloreto de 
prata, Ag/AgCl como ER, e um tubo de aço inox como EA. 
 
 
 
Figura 2.5 – Células eletroquímicas utilizadas nas experiências realizadas com material de elétrodo de 
ITO, (a) célula usada em estado estacionário e (b) célula de fluxo. 
Para o material de elétrodo de ouro (Au) foi necessário construir novas células, 
tendo em conta a impossibilidade de aquisição de luz através do elétrodo, estando a 
configuração e o tipo de elétrodos utilizados ilustrados na Figura 2.6. 
No caso específico da limpeza e caraterização do elétrodo de ouro da 
CHInstruments utilizou-se uma célula eletroquímica de três elétrodos; usando-se como 
elétrodo de referência o SCE e uma folha de platina como elétrodo auxiliar (EA). 
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Figura 2.6 – Célula eletroquímica para a realização de ensaios de EQL com material de elétrodo de Au. 
 
A construção das células eletroquímicas foi levada a cabo na oficina da Lumisense 
Lda, utilizando como materiais de construção teflon, acrílico (PMMA) e filamento de 
PLA (acido polilático) recorrendo a um centro de maquinação computorizado (cnc) e a 
uma impressora 3D.   
 
2.3.4 Elétrodos de trabalho 
 
Elétrodo de óxido de índio-estanho (ITO). 
Os substratos para a construção de elétrodos de ITO foram adquiridos na Sigma 
Aldrich (referência: 636916) em forma de placas de 75 x 25 mm sob a forma de 
lamelas de vidro com ITO depositado à superfície com uma espessura entre 600-1000 
Å e com uma resistência superficial de 15-25 Ω/cm2. Os mesmos foram cortados em 
retângulos de 12 x 25 mm para a obtenção dos elétrodos de trabalho pretendidos, com 
área de trabalho de 0,6362 cm2 limitada pelo o-ring existente na célula eletroquímica.  
A resposta eletroquímica dos elétrodos de ITO altera-se com a sua utilização, 
demonstrando-se bastante irreprodutível, facto que levou a que fossem usados 
somente uma vez para cada ensaio (descartáveis).  
Cada elétrodo sofreu um processo de pré-tratamento e caraterização prévia, por 
forma a garantir que apresentassem resposta eletroquímica idêntica. Foram tratados 
por imersão em água-régia muito diluída (20x) durante 1 minuto, seguidos de lavagem 
em água milliQ, e expostos a ultra-sons em etanol e água milliQ durante 10 minutos 
cada. 
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Elétrodo de ouro.  
Utilizou-se o elétrodo de trabalho de Au policristalino da empresa CHI Intruments, 
antes de cada ensaio efetuou-se o seguinte procedimento de limpeza: o elétrodo foi 
polido num pano de polimento com suspensão de alumina com granulosidade 
decrescente de 1 e 0.3 m. Após polimento, antes de qualquer experiência, o elétrodo 
foi sempre sujeito a limpeza eletroquímica por varrimento de potencial entre –200 e 
+1500 mV vs. SCE numa solução 0.5 mol.dm-3 de H2SO4 até à obtenção de um 
voltamograma típico de um elétrodo de ouro policristalino limpo em meio ácido. O 
elétrodo de trabalho tem uma área de 0,0314 cm2. 
Utilizou-se também placas de ouro com dimensões de 1.1 x 1.1 cm, onde uma 
camada de ouro com 200 nm foi evaporada em vidro de borosilicato, contendo ainda 
uma camada intermédia de crómio (2 - 4 nm) para aumentar a sua aderência ao vidro 
(marca ArrandeeTM). A limpeza destas superfícies foi realizada em três passos: i) 
imersão numa solução piranha (1:3 H2O2:H2SO4) para remover compostos orgânicos; 
ii) aquecimento à chama para promover a orientação preferencial (111) e iii) 20 min 
numa câmara de UV para remoção de impurezas.  
Como para o caso particular dos elétrodos de ITO não existe uma resposta típica 
destas superfícies para avaliar da sua limpeza, em oposição ao elétrodos de Au, 
decidiu-se caraterizar ambos na presença de um par redox típico. 
Assim sendo o estado da superfície dos diferentes elétrodos foi avaliado, antes de 
cada ensaio, analisando a resposta eletroquímica por voltametria cíclica do par redox, 
[Fe(CN)6]4−/[Fe(CN)6]3−. Na Figura 2.7 encontram-se voltamogramas cíclicos típicos 
registados para os elétrodos de ITO e ouro. 
Dos voltamogramas cíclicos registados retirou-se a posição do potencial de pico de 
oxidação (Epa) e redução (Epc) e as suas intensidades assim como a separação 
existente entre ambos os processos (ΔEp). Uma vez que a área geométrica dos 
elétrodos não é idêntica, de modo a permitir uma correta comparação e visualização 
dos voltamogramas na mesma escala, os resultados são apresentados em densidade 
de corrente.  
 
 
Figura 2.7 – Voltamogramas cíclico (a) de 5mM de [Fe(CN)6]4−/[Fe(CN)6]3− com 0,1M de NaClO4 =50 
mV/s em ITO e Au, e respetiva tabela (b) com os valores de potencial de pico anódico e catódico e 
diferença entre eles, ΔEp. 
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Para o elétrodo de ITO, os resultados considerados satisfatórios para o uso dos 
mesmos foram os seguintes: Eoxidação = 271 ± 10 mV; Eoxidação – Eredução = 150 ± 10 mV 
O afastamento dos picos apresenta uma grande disparidade em relação ao valor 
teórico para um par redox com transferência de 1 eletrão, 59 mV, contudo para este 
tipo de superfície de elétrodo, após diferentes métodos de limpeza e várias tentativas 
nunca se conseguiu obter melhores resultados do que 150±10 mV.  
Para o ouro, obtém-se boa reprodutibilidade, com Epa a cerca de 230 mV e um ΔEp 
de aproximadamente 80 mV. 
 
2.3.5 Síntese do polieletrólito funcionalizado com grupos ferroceno  
 
A síntese do polímero de polilalilamina funcionalizado com ferroceno, foi efetuada 
de acordo com o procedimento experimental descrito na literatura por Calvo et. al. [39]. 
O ferroceno carboxaldeído, 8mg, foi dissolvido em 5 ml de metanol sendo esta solução 
adicionada gota-a-gota, durante um espaço temporal de uma hora, a 30 ml de uma 
solução de 40 mg de hidrocloreto de polialilamina em metanol, contendo 0.26 ml de 
trimetilamina. Esta mistura é então agitada durante mais uma hora a temperatura 
ambiente para garantir que a reação ocorre completamente. Após este tempo a 
mistura é arrefecida a 0oC, à qual é adicionada, lentamente, pequenas porções de 
NaBH4 durante 90 minutos. Por fim promove-se a secagem do produto de reação 
recorrendo ao rota-vapor, 35ºC, durante o tempo necessário para remoção do 
solvente. A extração do resíduo é realizada com água destilada, sendo esta solução 
aquosa purificada recorrendo a uma membrana de diálise contra água.  
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2.4 Resultados e discussão 
 
2.4.1 Estudos em solução da eletroquimioluminescência de luminol na 
presença de derivados de ferroceno 
 
Tal como mencionado na introdução o objetivo do trabalho consiste na procura de 
condições que promovam o processo de electroquimioluminescência do luminol sem 
que ocorra o processo direto de oxidação do mesmo à superfície do elétrodo. De 
acordo com o reportado na literatura tal poderá ser atingido recorrendo à utilização de 
derivados de ferroceno em solução, os quais são oxidados à superfície do elétrodo a 
potenciais inferiores aos requeridos para a oxidação do luminol. O ferroceno oxidado, 
ferricinium (Fc+), por sua vez despoleta a reação de quimioluminescência entre o 
luminol e o peróxido de hidrogénio [20] [21]. 
O estudo do comportamento de derivados de ferroceno na catálise da reação de 
EQL de luminol e peróxido de hidrogénio em meio básico aquoso, foi realizado de 
modo a inferir do seu comportamento, uma possível resposta dos mesmos quando 
imobilizados, por recurso a polieletrólitos modificados, à superfície do elétrodo. 
Particular ênfase foi prestado à influência do material de elétrodo, pH da solução, 
natureza do derivado, força iónica da solução e razão entre as concentrações finais de 
luminol e derivados de ferroceno. 
Para a escolha dos derivados de ferroceno passíveis de mediar a reação de 
electroquimioluminescência e serem posteriormente incorporados em polieletrólitos, 
teve-se em consideração a sua disponibilidade comercial, solubilidade e estabilidade 
em meio aquoso, apresentando simultaneamente grupos funcionais com capacidade 
de ligação covalente aos polieletrólitos em estudo.  
Desta forma procuraram-se derivados de ferroceno contendo grupos carboxílicos 
ou aldeídos, os quais permitem a sua ligação posterior a aminas presentes nos 
polieletrólitos. A Figura 2.8 mostra as estruturas químicas dos derivados selecionados. 
 
Figura 2.8 – Estruturas químicas dos derivados de ferroceno selecionados. a) Ferroceno carboxaldeído; 
b) Ferroceno monocarboxílico e c) Ferroceno dicarboxílico. 
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2.4.1.1. Influência do material de elétrodo (ITO e ouro) 
 
Para o estudo da influência do material de eléctrodo, ITO ou ouro, na reação de 
oxidação do sistema de luminol/H2O2 em meio alcalino, usou-se a técnica de 
voltametria linear. Na Figura 2.9a e Figura 2.9b apresentam-se os sinais óticos 
recolhidos durante a reação de EQL, enquanto que na Figura 2.9c e Figura 2.9d, 
mostram-se os valores de correntes inerentes aos diferentes voltamogramas lineares 
adquiridas em simultâneo com o sinal ótico, para os vários mediadores redox. 
 
Figura 2.9 – EQL do sistema de 50 M de luminol com 500 M de H2O2 na ausência de ferroceno (preto) 
e na presença de 100 M de ferroceno monocarboxílico (vermelho), ferroceno dicarboxílico (azul) e 
ferroceno carboxaldeído (verde) em tampão carbonato/bicarbonato pH 9 com 0,1M NaClO4, em ITO (a) e 
Ouro (b), e os respetivos voltamogramas lineares em ITO (c) e ouro (d),  = 20 mV/s. 
 
Através da análise do sinal ótico resultante da perturbação eletroquímica imposta 
por voltametria linear, Figura 2.9a e Figura 2.9b, e dos valores de intensidade de sinal 
observados (Tabela 2.2), é possível afirmar que as respostas são bastante 
dependentes dos materiais de elétrodo. No elétrodo de ITO, Figura 2.9a, a presença 
de derivados de ferroceno na reação do sistema luminol/H2O2 faz com que não só o 
potencial ao qual ocorre a emissão de luz se desloque para valores menos positivos 
(menor sobrepotencial) como ainda se observa um aumento no sinal ótico obtido, em 
comparação com o resultado obtido na ausência de derivados de ferroceno. Em 
contraste, no elétrodo de ouro, Figura 2.9b, o potencial ao qual se observa o máximo 
de sinal ótico é independente da presença da natureza do derivado de ferroceno, 
sendo no entanto a magnitude deste sinal dependente da presença e tipo de derivado 
de ferroceno. 
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Tabela 2.2 – Tabela com os valores de potencial de pico para o sistema luminol/H2O2 na presença e 
ausência de derivados de ferroceno. 
 
Os voltamogramas lineares no ouro, Figura 2.9d são sempre caracterizados pelo 
aparecimento de dois picos anódicos, sensivelmente a 550 mV e 800 mV, atribuídos 
aos processos de oxidação do luminol, sendo o primeiro correspondente à formação 
da diazoquinona e o segundo proveniente da oxidação do grupo amina dando origem 
a um radical catião [40] [41]. Não se observa no ouro o aparecimento nítido das 
correntes associadas à oxidação dos diferentes derivados de ferroceno. As 
intensidades de correntes registadas na presença dos diferentes mediadores não 
correspondem às diferenças de intensidade de sinal ótico observadas. Tal observação 
poderá ter como origem o facto de em ouro o processo de oxidação eletroquímica dos 
grupos ferroceno ser substancialmente mais rápido que a subsequente reação química 
dos iões ferricinum formados com os reagentes em solução, não se observando como 
tal, neste espaço temporal, uma correspondência entre as correntes e o sinal ótico. O 
facto dos picos de oxidação se encontrarem a valores de potenciais muito próximos, 
justifica o aparecimento do sinal ótico, ao mesmo potencial, na ausência e presença 
de ferroceno. 
As correntes registadas nos voltamogramas em ITO, Figura 2.9c, corroboram as 
intensidades e posição do sinal de eletroquimioluminescência. Apesar de as correntes 
de oxidação do luminol não estarem bem definidas, é possível distinguir entre os 
potenciais a que ocorre a oxidação do luminol e aqueles onde ocorre a oxidação dos 
diferentes mediadores. É de notar que no elétrodo de ITO não é possível visualizar os 
dois picos característicos de oxidação eletroquímica do luminol. 
 No ITO as correntes envolvidas na oxidação dos mediadores são substancialmente 
inferiores às registadas no elétrodo de ouro, nas mesmas condições, o mesmo se 
observando com os respetivos sinais óticos. 
Uma primeira análise dos resultados, permite selecionar o ferroceno dicarboxílico 
como o composto mais promissor, apesar de não ser o que apresenta menor 
sobrepotencial para o máximo de EQL, demonstra ser o que inicia a reação a 
potenciais menos positivos e apresenta também o maior acréscimo do sinal ótico, este 
resultado vem de encontro com o reportado na literatura [21].  
Uma vez que o desempenho dos mediadores depende de várias condições,ter-se-
ão que estudar outros parâmetros para a optimização do sinal. 
De acordo com os objectivos pretendidos neste trabalho, no que concerne à 
utilização de mediadores redox, e face aos resultados obtidos com o eléctrodo de ouro 
Sistema luminol/H2O2 
Ep EQL (mV) Sinal ótico (a.u.) 
ITO Au ITO AU 
Sem ferroceno 847 436 1897 4830 
Ferroceno monocarboxílico 765 438 2165 5121 
Ferroceno dicarboxílico 750 434 3396 10054 
Ferroceno carboxaldeído 669 437 3221 8591 
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os derivados de ferroceno em solução não apresentam qualquer vantagem adicional 
para processos nesta superfície de elétrodo. O valor de potencial ao qual se observa o 
processo de EQL é exatamente o mesmo na presença ou na ausência destes 
compostos. 
Deste modo para os estudos posteriores foram apenas realizados em elétrodos de 
ITO. 
 
2.4.1.2. Influência do pH e do mediador 
 
É reconhecido no estado da arte que a electroquimioluminescência do sistema de 
luminol/H2O2 é bastante dependente do pH da solução [42], como consequência é 
também esperado uma dependência do sistema mediado.  
Para demonstrar esta dependência com o pH, na Figura 2.10a e Figura 2.10b, 
apresentam-se os resultados obtidos em soluções com diferentes pH, na ausência de 
mediador.  
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Figura 2.10 – (a) EQL do sistema de 50 M de luminol com 500 M de H2O2 na ausência de ferroceno, a) 
em tampão carbonato/bicarbonato com 0.1M NaClO4, em ITO,  = 20 mV/s, (b) respetiva tabela com os 
resultados resultantes da análise da figura.  
De assinalar que não só a magnitude do sinal ótico é fortemente dependente do pH 
da solução como também o é o valor de potencial ao qual se o observa o máximo de 
sinal. É também interessante observar que a forma dos picos e o potencial ao qual se 
regista a subida do sinal é igualmente bastante dependente do pH da solução. 
Ensaios idênticos realizados na presença dos diferentes mediadores encontram-se 
ilustrados na figura seguinte, Figura 2.11. 
 
 
 
 
a) 
b) 
Capítulo 2 
36 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.11 – EQL do sistema de 50 M de luminol com 500 M de H2O2 na presença de 100 M de, 
ferroceno monocarboxílico (a) ferroceno dicarboxílico (b) e ferroceno carboxaldeído (c), em tampão 
carbonato/bicarbonato com 0.1M NaClO4, em ITO,  = 20 mV/s. 
Tal como para o sistema na ausência de derivados de ferroceno (Figura 2.10), 
também o pH da solução tem um impacto significativo na intensidade do sinal e valor 
de potencial ao qual se inicia ou regista o máximo de luz emitida pela reação mediada 
pelos diferentes derivados. Da análise dos resultados é visível que a intensidade de 
sinal aumenta com o respetivo aumento de pH da solução para o intervalo entre 8.5 e 
9.4, independentemente do derivado testado. Para valores superiores de pH esta 
variação já não é concordante entre os diferentes compostos. 
Para a uma melhor interpretação dos resultados, a variação do sinal ótico e 
potencial do pico com o pH, para os diferentes ferrocenos, encontra-se compilada em 
representação gráfica na Figura 2.12. 
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Figura 2.12 – (a) Relação entre a intensidade do sinal ótico obtido e o pH, (b) relação entre o potencial de 
EQL e o pH; para os ensaios realizados com 50 M de luminol, 500 M de H2O2, na ausência de 
ferroceno (linha a azul), na presença de 100 M dos vários derivados de ferroceno; força iónica de 0.1M 
de NaClO4. 
 
Verifica-se pela observação da Figura 2.12a que os derivados de ferroceno 
intensificam o sinal ótico proveniente do EQL sensivelmente até ao pH 9.4, e que 
acima deste valor, o sistema sem mediador apresenta sinal superior. Quando a reação 
ocorre na presença de um dos derivados de ferroceno e independentemente do pH de 
trabalho é sempre catalisada, i.e. o potencial ao qual ocorre o máximo de intensidade 
de luz é sempre inferior quando na presença de ferroceno comparando com o sistema 
contendo apenas luminol (Figura 2.12b). 
Um fator crucial para a escolha do melhor derivado, é a diferença entre o potencial 
do pico de EQL do sistema não catalisado e o do potencial do pico do sistema 
catalisado, assim sendo, os resultados que apresentam uma diferença maior foram os 
obtidos na presença de ferroceno dicarboxílico a pH 9.4 a par com os recolhidos na 
presença de ferroceno monocarboxílico a pH 10.25, com diferenças de 243 e 224 mV 
respetivamente. 
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Entre os dois mediadores, a escolha reverte a favor do ferroceno dicarboxílico de 
acordo com a seguinte interpretação: observando os valores de intensidade ótica 
adquiridos para o sistema a pH 10.25, verifica-se que para o mesmo valor de pH o 
sistema não catalisado apresenta maior potencial de pico de EQL que o sistema 
catalisado com monocarboxílico, ao invés, ao pH 9.4 o sistema com dicarboxílico 
apresenta um aumento significativo na intensidade do sinal ótico em relação ao 
sistema não catalisado. Juntamente com o argumento anterior, a obtenção de maior 
EQL a pH mais baixo também é muito vantajoso, uma vez que todo o sistema tende a 
ser implantado em conjunto com elementos biológicos, que têm mais afinidade a pH 
próximos do neutro (pH 7). Deste modo considera-se que o ferroceno dicarboxílico é o 
derivado que melhor catalisa a reação do luminol/H2O2 a pH 9.4 e aumenta a 
intensidade do sinal ótico. 
 
2.4.1.3. Influência da força iónica 
 
A influência da força iónica da solução na reação de luminol/H2O2 com e sem 
mediador foi também alvo de estudo. Utilizou-se como eletrólito o NaClO4, uma vez 
que apresenta respostas de correntes mais definidas para o estudo dos diversos 
ferrocenos devido a formação de pares iónicos entre o anião perclorato e o catião 
ferricinium, enquanto que os eletrólitos contendo iões cloreto reagem rapidamente com 
o ferricinium, tornando a resposta menos estável [43] [44]. 
Foram estudadas as seguintes concentrações de eletrólito: 0.05; 0.1; 0.2; 0.3 e 0.5 
M de NaClO4, em tampão carbonato/bicarbonato pH 9.4. Os resultados obtidos para 
as diferentes concentrações de NaClO4 são apresentados na Figura 2.13, primeiro 
para o sistema sem mediador, Figura 2.13a e em seguida para o sistema catalisado 
pelo ferroceno dicarboxílico, Figura 2.13b. 
 
Figura 2.13 – (a) EQL de 50 M de luminol com 500 M de H2O2, com 0.05, 0.1, 0.2, 0.3 e 0.5 M de 
NaClO4, e (b) EQL de 50 M de luminol, 500 M de H2O2 e 100 M de ferroceno dicarboxílico, com 
diferentes concentrações de NaClO4, em tampão carbonato/bicarbonato pH 9.4,  = 20 mV/s. 
Pela análise da Figura 2.13, verifica-se uma reduzida influência da força iónica na 
EQL da reação com e sem mediador. Apenas para concentrações de 0.5 M de NaClO4 
se observa alguma influência no sinal ótico registado, não sendo no entanto essa 
alteração em termos de potencial justificativa para o uso de uma concentração tão 
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elevada de electrólito. Como tal os restantes ensaios foram realizados com 
concentração de eletrólito de 0.1 M.  
O fato de não existir uma forte dependência do sinal obtido com a força iónica abre 
perspetivas para manipular este fator, de modo a ajustar parâmetros tais como a 
espessura, uniformidade e estabilidade de elétrodos modificados com polieletrólitos 
contendo grupos ferroceno, sem impacto significativo no sinal ótico obtido. 
 
2.4.1.4. Influência da razão entre luminol e derivado de ferroceno 
 
O estudo da razão da concentração de luminol com a concentração de ferroceno 
dicarboxílico foi efetuado mantendo a concentração de luminol em 50 M e fazendo 
variar a concentração de ferroceno dicarboxílico nas razões de 1 para 0.2; 0.4; 1; 2; 4; 
10; 18 e 20, e avaliado através da análise do sinal ótico proveniente da reação de 
EQL, como se pode verificar na Figura 2.14. 
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Figura 2.14 – EQL do sistema de luminol/H2O2, 50 M e 500 M respetivamente com concentração 
variável de ferroceno dicarboxílico de 10 M, 20 M, 50 M, 100 M, 200 M, 500 M, 900 M e 1000 
M, em tampão carbonato/bicarbonato pH 9.4 com 0,1M de NaClO4 e  = 20 mV/s. 
Os resultados obtidos permitem-nos verificar que a concentração de ferroceno 
dicarboxílico usada até ao presente estudo (1:2, luminol:mediador), necessitava de 
otimização, e que os resultados que eram vistos como encorajadores para este 
trabalho, na realidade podem ser ainda melhores. 
Os resultados indicam que é necessário usar 20 vezes a concentração de ferroceno 
de modo favorecer a oxidação do luminol ao potencial de oxidação do mediador. A 
impossibilidade de dissolução de mais que 1 mM de ferroceno dicarboxílico em meio 
aquoso levou a que não fossem experimentadas razão superiores a 1:20. 
Estes resultados permitem antever que a deposição de uma quantidade de 
ferroceno cada vez mais elevada na superfície do elétrodo, através de montagem por 
camada por camada, levará a uma intensificação do sinal ótico registado e uma 
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deslocação ao potencial que tal processo ocorre, para menores valores de 
sobrepotencial. 
 
2.4.1.5. Processo de EQL por aplicação de pulsos de potencial 
 
Tendo por base todo o estudo anterior de otimização das condições experimentais, 
na figura seguinte (Figura 2.15), comparam-se os resultados de EQL obtidos na 
ausência de ferroceno e nas condições otimizadas de acordo com os resultados 
anteriores. 
 
 
Figura 2.15 – EQL do sistema de luminol/H2O2, 50 M e 500 M respetivamente na ausência de 
ferroceno dicarboxílico, e na presença de 1000 M, em tampão carbonato/bicarbonato pH 9.4 com 0.1M 
de NaClO4 e  = 20 mV/s. 
A partir da figura observa-se que a reação entre o luminol e o H2O2 foi mediada em 
aproximadamente 400 mV em relação à reação na ausência de mediador. Não só o 
sobrepotencial necessário para que a mesma tenha lugar é inferior, como se verifica 
uma intensificação do sinal em dobro. 
Da Figura 2.16, onde se encontram registados os sinais obtidos por aplicação de 
um pulso de potencial de 0 mV para 450 mV vs. SCE numa solução com e sem 
ferroceno, fica demonstrado que a reação é iniciada pela oxidação do metaloceno em 
solução.  
Observa-se um pico de sinal ótico de intensidade na ordem dos 6000, reprodutível 
com o observado na Figura 2.15, e a completa ausência de sinal quando realizado 
sem o ferroceno no meio reacional.  
Este resultado demonstra também que a utilização destes mediadores permite a 
obtenção de uma elevada razão sinal/ruido, tal como já tinha sido descrito para estes 
sistemas. 
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Figura 2.16 – EQL do sistema de luminol/H2O2, 50 M e 500 M, respetivamente, em resposta à 
aplicação de pulso de potencial de E1= 0 V, T1= 30 s a E2= 0.45 V, T2= 30s, sem mediador (linha a azul), e 
com ferroceno dicarboxílico 1000 M (linha a preto), em tampão carbonato/bicarbonato pH 9.4 com 0.1 M 
de NaClO4. 
 O perfil do sinal ótico, variação da intensidade de sinal com o tempo, assemelha-se 
em tudo com a variação de corrente registada em cronoamperometria para a variação 
de corrente com o tempo, equação de Cottrel [45]. 
 
Para um elétrodo plano esta relação é dada por: 
 
     (2.1) 
onde, 
i = corrente, em amperes 
n = número de eletrões envolvido 
F = constante de faraday, 96,485 C/mol 
A = área do elétrodo planar, em cm2 
cj0 =  concentração inicial do analito, em  mol/cm3 
Dj = coeficiente de difusão da espécie, em cm2/s 
t = tempo em s 
   
                              
 A intensidade do sinal medido, quer corrente quer intensidade ótica, depende 
portanto da velocidade a que o analito, ferroceno, se difunde para o eléctrodo, isto é, a 
resposta  é controlada por difusão. 
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Após o estudo sistemático dos diversos parâmetros, decidiu-se aplicar pulsos 
consecutivos de potencial ao sistema na ausência e na presença de mediador, de 
modo a verificar a mais-valia do mediador quanto à estabilidade no sinal ótico obtido a 
partir da EQL do sistema luminol/H2O2. Na ausência de mediador aplicaram-se 20 
pulsos de 0 a 0.8 V, fazendo a passagem de fluxo entre cada pulso de modo a renovar 
a solução e a minimizar interferentes que se possam produzir no processo de 
oxidação. Realizou-se um ensaio nas mesmas condições para o sistema na presença 
de ferroceno dicarboxílico, aplicando-se contudo um pulso de 0 a 0.45 V, os sinais 
óticos obtidos apresentam-se na Figura 2.17. 
 
Figura 2.17 – (a) Sinal de EQL obtido para o sistema luminol/H2O2, 50 M e 500 M respetivamente, e (b) 
do mesmo sistema na presença de 1mM de ferroceno dicarboxílico, ambos de acordo com o perfil de 
potencial indicado em cada figura. Tampão carbonato/bicarbonato pH 9.4 com 0.1 M de NaClO4. 
 
Se interpretarmos os resultados com base apenas na estabilidade do sinal obtido, 
na ausência e na presença do mediador, concluiremos que a presença deste é 
desfavorável no que concerne à estabilidade do sinal em pulsos consecutivos. O 
sistema na ausência de ferroceno perdeu 27% de sinal do primeiro para o último pulso 
enquanto o sistema na presença de mediador perdeu 37%. 
Com base na experiência adquirida na limpeza e caraterização dos elétrodos de 
ITO, a sua resposta eletroquímica é extremamente dependente do estado superficial 
da mesma. Os resultados parecem indicar que para o caso dos ensaios na presença 
de ferroceno, uma pequena alteração do estado superficial, por exemplo adsorção de 
produtos da reação, estão na origem de uma alteração drástica da cinética de 
elétrodo, respeitante à oxidação do ferroceno. 
 Esta eventual sensibilidade da superfície espera-se que seja colmatada com a 
imobilização do mediador à sua superfície. 
Para avaliar se a superfície pode ser regenerada pelas simples troca da solução 
original os mesmos ensaios foram realizados em fluxo e apresentados no ponto 
seguinte. 
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2.4.1.6. Processo de EQL em fluxo 
 
Tal como anteriormente em estado estacionário, os ensaios executados em fluxo, 
100 L/min, foram realizados na presença e ausência de mediador, utilizando a 
técnica de voltametria cíclica e a técnica de aplicação de pulsos de potencial. Na 
Figura 2.18a é apresentada a resposta do sistema sem mediador à perturbação do 
elétrodo por voltametria cíclica a 10 mVs-1 com 10 ciclos consecutivos de 0 a 1 V. A 
Figura 2.18b apresenta o mesmo ensaio mas com adição do mediador. Em ambas as 
figuras só são apresentados os varrimentos anódicos.  
 
Figura 2.18 – EQL em fluxo do sistema de luminol/H2O2, 50 M e 500 M respetivamente, (a) na 
ausência de mediador e na presença (b) de 1mM de ferroceno dicarboxílico, em tampão 
carbonato/bicarbonato pH 9.4 com 0.1M de NaClO4 e  = 10 mV/s, são apresentados 10 ciclos 
consecutivos de varrimento de potencial. 
 
Uma primeira análise da figura anterior aponta para que mesmo os testes 
realizados em fluxo, o sinal ótico é aparentemente mais estável na ausência de 
mediador em oposição aos resultados reunidos na presença do mesmo. 
A diminuição sucessiva de sinal ótico, com o varrimento cíclico de potencial, para o 
ensaio na presença de mediador poderá no entanto estar simplesmente relacionada 
com a forte dependência da oxidação do ferroceno com o estado da superfície do 
elétrodo. Uma vez que os ensaios são realizados até valores de potencial (1 V vs. 
Ag/AgCl) onde ocorre concomitantemente a oxidação de luminol à superfície, um 
pequeno envenenamento do elétrodo levará a uma diferença significativa na 
capacidade de oxidação do mediador em solução e consequentemente a uma severa 
diminuição do sinal ótico. 
De realçar que o sinal ótico recolhido em fluxo e na presença de mediador 
apresenta no varrimento anódico um patamar de sinal, para valores superiores aos 
necessários à oxidação no elétrodo deste derivado de ferroceno. Este resultado indica 
que o processo de oxidação está nestas condições controlado por fenómenos de 
transferência de carga, uma vez que o transporte de massa é bastante rápido imposto 
pelo fluxo de 100 L/min de solução à sua superfície.  
a) b)
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A observação de que no varrimento inverso de potencial, o sinal ótico não se 
sobrepõe ao inicialmente registado no varrimento anódico, suporta a hipótese 
anteriormente levantada de uma alteração da superfície do material de elétrodo. 
É de destacar ainda a diferença significativa na magnitude do sinal ótico observado 
na presença de ferroceno face ao ensaio na ausência do mesmo, o qual mesmo após 
a diminuição brusca com o varrimento sucessivo ainda é substancialmente superior ao 
apresentado na sua inexistência. Este aumento significativo de sinal ótico poderá ser 
bastante importante no futuro, pois permitirá o uso de detetores óticos mais pequenos 
e suscetíveis de usar em sistemas miniaturizados tais como fotodíodos, em vez dos 
atualmente empregues e dispendiosos: tubos fotomultiplicadores. 
Em seguida é apresentada a compilação de resultados obtidos pela aplicação de 
pulsos em fluxo (100 L/min), Figura 2.19, onde se expõe os valores do sinal ótico, em 
percentagem, em relação ao primeiro pulso, de modo a permitir visualizar a 
estabilidade de sinal durante 15 pulsos de potenciais consecutivos. De realçar que 
neste caso a imposição de potencial para o sistema mediado se restringiu a 0.45 V de 
modo a minimizar a eventual alteração da superfície do elétrodo de acordo com o 
acima descrito. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.19 – Representação gráfica da % de sinal ótico em relação ao primeiro pulso em função do 
número de pulsos no sistema sem mediador de 0 a 0.85 V e no sistema com ferroceno dicarboxílico de 0 
a 0.45 V. A concentração de luminol/H2O2 é 50 M e 500 M respetivamente, e 1mM de ferroceno 
dicarboxílico aquando o uso de mediador, em tampão carbonato/bicarbonato pH 9.4 com 0.1 M de 
NaClO4, fluxo de 100 L/min. 
Da análise da figura anterior retira-se que para o sistema sem ferroceno existe uma 
diferença significativa entre o primeiro e o último pulso, cerca de 12 %, sendo o perfil 
caracterizado por um aumento inicial substancial nos primeiros 6 ciclos para depois se 
atingir um patamar onde se apresenta estável. Este aumento de sinal é inesperado e 
poderá ser resultado de uma ativação eletroquímica do elétrodo de ITO como 
sequência da aplicação consecutiva de pulsos de potencial a 0.85 V em solução 
básica contento H2O2, nomeadamente pela ocorrência dum aumento significativo da 
rugosidade do elétrodo [46] [47].  
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Para o sistema contendo ferroceno, o perfil de variação caracteriza-se por um 
ligeiro decréscimo nos pulso iniciais, 3% em cinco pulsos, seguido de uma 
estabilização do sinal (5-10º pulsos) e finalmente um ligeiro aumento nos últimos 
pulsos. 
2.4.2 Caraterização e aplicação de polieletrólitos catiónicos 
funcionalizados com ferroceno na modificação de elétrodos 
 
Dependendo do tipo de monómeros carregados, os polieletrólitos podem ser 
divididos em duas subclasses: fortes e fracos. Os polieletrólitos fortes possuem um 
grupo ionizável que lhes confere carga num largo intervalo de pH. Por oposição, 
polieletrólitos fracos são apenas parcialmente carregados neste intervalo e a sua 
carga parcial pode ser modificada alterando o pH da solução. De fato, o seu grau de 
ionização é dado pelo seu valor de pKa, i.e. o valor de pH ao qual 50% dos 
monómeros com grupos ionizáveis se encontram carregados. 
Na Figura 2.20 encontram-se representados as estruturas químicas dos 
polieletrólitos usados neste subcapítulo: Poliestireno sulfonato de sódio (PSS) e 
Hidrocloreto de polialilamina (PAH). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.20 – Estruturas químicas dos polieletrólitos usados nestes estudos. 
 
Para formar uma estrutura de camada por camada, o pH da solução de deposição 
tem de ser ajustado, de tal modo que seja superior ao pKa dos grupos aniónicos (o 
pKa dos grupos sulfónicos no PSS é de cerca de 1 [48], mas inferior ao pKa dos 
grupos catiónicos (o pKa dos grupos amina das cadeias laterais do PAH é de 9.5) [49]. 
Selecionando por exemplo uma solução com valor de pH 5, ambos os grupos estão 
ionizados e participam na interação eletrostática.  
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2.4.2.1. Caraterização do polieletrólito catiónico funcionalizado com 
ferroceno (Fc-PAH) 
 
O procedimento detalhado da síntese do polieletrólito polialilamina, funcionalizado 
com grupos ferroceno encontra-se na parte experimental, sendo baseado no artigo 
publicado por Calvo et. al. em 1997 [39]. Na figura seguinte encontra-se ilustrada, de 
forma simplificada, o mecanismo global envolvido na respetiva síntese. 
 
 
 
Figura 2.21 – Ilustração da reação de síntese de modificação do polieletrólito com ferroceno.  
De uma forma simplificada o procedimento consiste na adição nucleofílica de uma 
amina primária a um aldeído seguido de redução do grupo imina (R2C=NR) a amina 
por um agente redutor (NaBH4).  
Previamente à caraterização eletroquímica dos elétrodos modificados com estes 
polieletrólitos, avaliou-se a possibilidade de quantificação dos grupos ferrocenos 
presentes na cadeia dos polímeros, após a sua síntese, recorrendo ao registo dos 
seus espetros de absorção em solução.  
O espetro de absorção UV-VIS de uma solução de ferroceno carboxílico, com 
concentração de 0.1 mM em água, encontra-se apresentado na Figura 2.22a. É 
possível identificar diferentes bandas de absorção localizadas a 229, 275, 354 e 460 
nm. De acordo com o reportado na literatura a quantificação da quantidade de ferro 
nestes polímeros deveria ser possível realizar através de um pico localizado a 440 nm, 
partindo de uma curva de calibração usando o mesmo composto em solução [39]. 
Perante a reconhecida elevada reatividade de grupos ferroceno, efetuou-se 
também o registo de espectros com diferentes tempos de preparação da solução, 
após preparação e com 30, 60, 90 e 120 minutos (Figura 2.22b), por forma a avaliar se 
existiria decomposição do mesmo com o tempo de preparação. Os resultados indicam 
não existir qualquer degradação significativa com o tempo de preparação da mesma. 
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Figura 2.22 – Espectro de absorção da solução de ferroceno carboxaldeido com concentração de 8.33 X 
10-5 M; (a) apresentação dos possíveis picos de identificação do composto e respetivos comprimentos de 
onda, (b) estabilidade do composto com o tempo em água.  
 
Tendo como base de partida os resultados anteriores efetuou-se uma curva de 
calibração fazendo variar a concentração de ferroceno carboxaldeído em solução. 
De modo a calcular a gama de concentrações em que deve ser realizada a curva 
de calibração, utilizou-se a seguinte premissa:  
A solução resultante do rota-vapor é solubilizada em 2 mL, se a reação tiver 
rendimento de 100%, a concentração de ferroceno carboxaldeído em solução é de 
0.018M, o ensaio no espectrofotómetro é feito com diluição de 100x, logo a 
concentração mais elevada na curva de calibração será próxima de 0.00018M (1.8 x 
10 -4 M), e o limite inferior foi efetuado para estar próximo do 1-2% de rendimento. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.23 – (a) Espectros de absorção do ferroceno carboxaldeído para várias concentrações 
compreendidas entre 3.33 x 10-6 e 1.33 x 10-4 M, (b) tabela representativa da linearidade entre 
concentração e absorvância para cada comprimento de onda. 
Pela análise da Figura 2.23a e a respetiva tabela (Figura 2.23b) ilustrativa dos 
declives das diferentes retas para cada comprimento de onda referentes aos picos do 
espectro do ferroceno carboxaldeído presente na Figura 2.23, determinou-se que o 
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pico que apresenta melhor linearidade para determinação da concentração de 
ferroceno carboxaldeído está presente ao comprimento de onda de 275 nm. 
Traçou-se o espectro do PAH não funcionalizado de modo a perceber se existiria 
alguma banda coincidente aos picos do ferroceno carboxaldeído, e verificou-se que o 
selecionado a 275 nm não tem nenhum pico que possa interferir, Figura 2.24. 
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Figura 2.24 – Espectro de absorção do PAH para 3 concentrações distintas entre 200 e 600 nm. 
 
Na Figura 2.25 são apresentados os espectros referentes a cada composto antes 
da síntese, bem como o espectro do composto resultante.  
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Figura 2.25 – Espectro de absorção de 1.33 x 10-4 M ferroceno carboxaldeído (linha a preto), 1.3 mg/mL 
PAH (linha a vermelho) e solução com o composto sintetizado Fc-PAH (linha a azul). 
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Da análise do espectro de absorção do Fc-PAH apresentado na figura acima e em 
comparação com o espectro do composto com ferroceno e do polieletrólito, o mesmo 
não apresenta os picos característicos do ferroceno carboxaldeído, o que indica que o 
novo composto tem novas bandas de absorção.  
Uma vez que não é apresentado nenhum pico coincidente com os existentes nos 
reagentes da síntese, não existe possibilidade de garantir o sucesso da síntese 
através da espectroscopia de UV-VIS. 
Convém neste ponto, em face da impossibilidade de quantificar o conteúdo em 
ferroceno diretamente no polímero sintetizado, de realçar que sempre que nos estudos 
posteriores se pretende fazer ensaios comparativos, foi utilizado sempre o mesmo lote 
de material sintetizado. Como tal nos ensaios comparativos o material polimérico 
utilizado contem sempre a mesma quantidade de ferroceno. 
 
2.4.2.2. Elétrodos de ITO modificados com Fc-PAH 
 
Uma das enormes potencialidades de técnicas eletroquímicas consiste na facilidade 
com que se detetam espécies eletroativas quer em solução quer imobilizadas numa 
superfície condutora. Isto é particularmente útil para espécies que apresentem 
resposta eletroquímica reversível. Para além de permitir a sua deteção, é possível 
ainda determinar a sua concentração superficial pela quantidade de carga envolvida 
nos processos de oxidação e redução destas espécies quando imobilizadas [45]. 
A aplicação de técnicas de varrimento de potencial, tal como a voltametria cíclica, 
permite ainda, além da identificação e quantificação, inferir se a resposta eletroquímica 
é proveniente de espécies em solução ou adsorvidas, uma vez que o seu 
comportamento voltamétrico é bastante distinto. 
Para espécies adsorvidas reversíveis obtêm-se picos voltamétricos simétricos e 
com uma separação entre os potenciais de picos de oxidação e redução muito 
pequena (próxima de zero milivolts). A inexistência da componente difusiva do 
transporte de massa, em virtude de já se encontrarem à superfície do elétrodo, traduz-
se numa dependência linear da intensidade dos picos observados com a velocidade 
de varrimento ao qual são obtidos [45].  
Em posse deste conhecimento, se forem realizados ensaios com elétrodos de ITO 
nos quais de depositou uma camada de Fc-PAH, o aparecimento de picos redox 
atribuídos à oxidação e redução de ferroceno atestará a sua presença como espécie 
adsorvida assim como o sucesso da síntese orgânica. 
Devido ao fato de ITO apresentar uma carga superficial negativa ao potencial de 
circuito aberto e nas soluções de adsorção do polímero, permite que o mesmo possa 
ser utilizado sem a necessidade de qualquer modificação prévia, para a imobilização 
eletrostática de polímeros catiónicos tais como o PAH. 
A adsorção electroestática do polímero funcionalizado realizou-se mergulhando o 
elétrodo de ITO numa solução de tampão acetato pH 5, contendo 1mg / ml de Fc-PAH, 
durante 15 minutos, seguido de lavagem em água miliQ. A resposta eletroquímica 
realizou-se em ácido perclórico 0.1 M entre 0 e 0.7 V, tendo sido efetuados vários 
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ensaios fazendo variar a velocidade de varrimento estando os resultados obtidos 
apresentados na Figura 2.26. 
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Figura 2.26 – Voltamogramas cíclicos em 0.1 M de HClO4 de elétrodo de ITO com Fc-PAH adsorvido à 
superfície a diferentes velocidades de varrimento entre 5 e 200 mV/s. 
 
Os resultados indicam que o grupo ferroceno está de fato à superfície do elétrodo, 
confirmado pelo aparecimento dos picos de oxidação e redução localizados a cerca de 
350 mV, verificando-se uma separação entre o pico anódico e o pico catódico de 1.4 
mV e uma razão de Ipico anódico/Ipico catódico = 1, estes resultados são indicativos da 
reversibilidade do sistema bem como de uma transferência eletrónica bastante rápida, 
consistente com a presença de espécies electroactivas adsorvidas à superfície do 
eléctrodo. 
A relação existente entre as correntes de pico (anódico e catódico) e a velocidade 
de varrimento encontram-se representadas na Figura 2.27. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.27 – Representação gráfica da corrente de pico em função da velocidade de varrimento. 
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Verifica-se que existe linearidade entre a corrente de pico e a velocidade de 
varrimento garantindo assim que o composto está realmente adsorvido à superfície de 
elétrodo e que a reação é limitada somente pela transferência de carga entre os 
grupos ferroceno e a superfície de elétrodo. 
Pelos resultados obtidos foi possível então confirmar o sucesso da síntese, pelo 
aparecimento de sinal inerente ao par redox, bem como a sua adsorção ao elétrodo de 
trabalho de ITO. 
De destacar que os voltamogramas cíclicos apresentados na Figura 2.26, 
correspondem ao décimo ciclo de varrimento a cada velocidade, após a estabilização 
da resposta eletroquímica. Verificou-se, Figura 2.28, uma grande estabilidade do sinal 
eletroquímico do elétrodo modificado quando imerso numa solução acídica de HClO4 
0.1M. 
 
Figura 2.28 – Voltamograma cíclico em 0.1 M de HClO4 de elétrodo de ITO com Fc-PAH adsorvido à 
superfície a diferentes velocidades de varrimento entre 50 mV/s, são representados 10 ciclos de 
varrimento de potencial.   
 
2.4.2.3. Influência do pH na estabilidade do elétrodo de ITO modificado 
com Fc-PAH 
 
Após garantir o sucesso da síntese e da adsorção do polieletrólito modificado à 
superfície de elétrodo, efetuou-se o estudo da estabilidade do mesmo a diferentes pH. 
O procedimento para a adsorção foi realizado nas mesmas condições que os 
resultados obtidos anteriormente. 
A Figura 2.29 representa trinta ciclos de varrimento de potencial entre 0 e 0.7 V em 
tampão fosfato pH 4 com 0.1M de NaClO4, com o objetivo de verificar a estabilidade 
do sinal eletroquímico apresentado pelo par redox. Os ensaios foram realizados para 
pH compreendido entre 4 e 9 e compilados sob a forma de gráfico na Figura 2.30.  
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Figura 2.29 – Resposta eletroquímica do elétrodo de ITO modificado com Fc-PAH em tampão pH 4; 30 
ciclos a 50 mV/s. 
 
 
   
  
  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.30 – Representação gráfica entre a % de carga em relação ao primeiro ciclo em função do 
número de ciclos para diferentes pH´s entre 4 e 9. 
 
Os resultados indicam que independentemente do pH da solução em que se 
realizar a caraterização do elétrodo modificado, existe sempre um decréscimo da 
quantidade de material eletroativo adsorvido, com o varrimento sucessivo de potencial. 
Este decréscimo por outro lado acentua-se com o aumento do pH da solução. 
Esta perda de material ativo poderá ser resultado ou da perda de atividade do 
grupo ferroceno com o aumento do pH, ou pela desadsorção de material polimérico da 
superfície de elétrodo devido à neutralização de cargas, em resultado aumento de pH 
(aproximação ao valor de pKa do polímero, 9.5).  
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A instabilidade na resposta eletroquímica para filmes finos contendo grupos 
ferroceno tem também sido reportado na literatura [50]. Por exemplo filmes de Fc-PEI 
são instáveis quando submetidos a ciclos voltamétricos repetitivos em soluções 
contendo fosfato a pH 7, apresentando no entanto estabilidade a pH 5 [51]. A corrente 
de pico associado ao processo redox diminui com o aumento do número de 
varrimentos. Em contraste a resposta é estável em solução pH 7 com iões perclorato, 
verificando-se instabilidade somente a pH 11. Tal comportamento foi atribuído à 
instabilidade dos grupos oxidados do ferroceno que se decompõem na presença de 
nucleófilos.   
Na eventualidade de a responsabilidade do decréscimo de sinal eletroquímico 
recair sobre a desadsorção de material da superfície, a subsequente modificação por 
camadas alternadas de polieletrólito catiónico (Fc-PAH) com polieletrólito aniónico 
(PSS) poderá conferir uma estabilidade adicional ao sistema e a sua aplicação em 
soluções de pH elevadas, ideais para a ocorrência de EQL. 
 
 
2.4.2.4. Influência do tipo de eletrólito na estabilidade do elétrodo de ITO 
modificado com Fc-PAH 
 
A oxidação do Fc-PAH na superfície do elétrodo resulta no aparecimento de cargas 
positivas na camada polimérica, as quais têm de ser compensadas pela incorporação 
de contra iões da solução, por forma a preservar a neutralidade. Por outro lado, tal 
como mencionado anteriormente, é conhecido que os grupos ferroceno no seu estado 
oxidado, ferricinium (Fc+), podem sofrer decomposição na presença de nucleofílicos 
tais como o ião cloreto. 
Com base nesta informação, decidiu-se averiguar qual seria o efeito da influência 
dos aniões presentes no eletrólito na estabilidade do sistema, de modo a verificar a 
existência de algum anião que previna o decréscimo de carga com o número de ciclos, 
a pH 7 e em tampão fosfato. Os diferentes aniões utilizados estão enumerados na 
representação gráfica ilustrada na Figura 2.31, nesta figura somente é apresentado o 
primeiro ciclo de um conjunto de 20 para cada anião.  
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Figura 2.31 – Voltamogramas cíclicos de 0 a 700 mV a 50 mV/s do elétrodo de ITO modificado com Fc-
PAH, nos eletrólitos contendo diferentes tipos de anião com concentração de 0.1M em pH 7.  
 
Na Figura 2.32 representa-se graficamente a informação fornecida pelos 
voltamogramas cíclicos realizados na presença dos diferentes aniões; a informação é 
apresentada na forma de um gráfico da percentagem de carga do processo anódico 
em relação ao primeiro ciclo em função do número de ciclos para cada anião presente 
no eletrólito. 
 
Figura 2.32 – Representação gráfica do decréscimo da % de carga referente ao pico anódico em função 
do número de ciclos e para cada anião em estudo. 
 
Apesar da natureza distinta dos aniões, em qualquer dos ensaios existiu sempre 
um decréscimo acentuado da resposta do polímero com o varrimento sucessivo de 
potencial. Sabendo que por exemplo o anião cloreto é um anião muito mais agressivo 
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na decomposição dos grupos ferricinum que o ião perclorato, esperava-se uma grande 
disparidade de resultados entre estes iões. 
Estes resultados parecem indicar que a instabilidade observada para estes 
sistemas não deve estar atribuída à degradação do centro ativo. 
 
2.4.2.5. Estudo da estabilidade de um sistema de multicamadas de 
polieletrólitos em ITO 
 
Na sequência da discussão anterior avaliou-se a estabilidade dos elétrodos 
modificados com a introdução sucessiva de várias camadas de polieletrólito 
modificado com ferroceno (catiónico) e com polieletrólito aniónico. 
A adsorção das várias camadas é feita segundo o seguinte esquema representado 
na Figura 2.33. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.33 – Representação da adsorção de polieletrólitos (catiónico modificado e aniónico) à superfície 
de elétrodo de ITO. 
 
Na Figura 2.34 são apresentados os voltamogramas cíclicos relativos à resposta no 
elétrodo de ITO modificado com diferentes camadas de polieletrólito, Figura 2.34a 
terminado em polieletrólito catiónico e na Figura 2.34b terminado em polieletrólito 
aniónico, em tampão fosfato pH 7 com 0.1 M de NaClO4. 
Os ensaios demonstraram que a carga inerente ao processo de oxidação dos 
grupos ferrocenos aumenta com o número de camadas, tendo um máximo para a 
sétima camada, quarta camada catiónica. A partir da sétima camada a carga inerente 
ao processo de oxidação do ferroceno decresce, indicando a existência de um 
bloqueio ao processo redox nestas condições experimentais.  
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Estas observações mostram que os grupos ferroceno nas camadas interiores dos 
filmes são electroquimicamente ativos e aqueles nas camadas externas, inativos, nas 
condições experimentais testadas; este fenómeno poderá ser devido à existência de 
menor quantidade de centros ativos e consequente menor taxa de saltos de eletrões 
(“electron hopping”) entre grupos ferroceno adjacentes [52]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.34 – Resposta eletroquímica do elétrodo de ITO modificado: (a) camada terminal com carga 
positiva e (b) camada terminal com carga negativa, em tampão fosfato pH 7 com 0.1 M de NaClO4 e = 50 
mV/s. 
 
Da Figura 2.34 observa-se também um deslocamento sistemático do potencial de 
pico para o ferroceno imobilizado para sobrepotenciais superiores e inferiores à 
medida que o número de camadas aumenta e a camada exterior se alterna entre Fc-
PAH para PSS. Este deslocamento é acompanhado pela variação da largura do pico a 
meia altura dos voltamogramas.  
O aparecimento de diferentes posições para o pico de oxidação dos grupos redox 
sugere que os grupos ferrocenos estão a experienciar diferentes microambientes 
consoante a introdução de diferentes camadas. A direção e magnitude deste 
deslocamento de potencial é uma indicação da diminuição ou aumento da 
estabilização do ião ferricinium por interação eletrostática.  
Representou-se na Figura 2.35 as cargas resultantes da integração dos picos 
anódicos para cada camada em tampão fosfato pH 7, onde é possível verificar um 
aumento da carga inerente ao processo de oxidação do grupo ferroceno na introdução 
de cada camada contendo material eletroativo até à sétima camada seguido de um 
decréscimo de carga para camadas superiores. Este decréscimo deve-se ao 
afastamento do composto eletroativo da superfície de elétrodo tornando-se difícil 
proceder à sua oxidação. 
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Figura 2.35 – Representação gráfica da carga correspondente ao pico anódico do ferroceno em função 
do número de camadas de polímero em tampão fosfato pH 7. 
 
Efetuou-se um estudo intensivo do comportamento da superfície de elétrodo 
modificado a pH 9 desde a primeira camada (Fc-PAH) até à décima segunda camada 
(Fc-PAH/PSS)6, tendo em conta os sinais de corrente obtidos em função da velocidade 
de varrimento, bem como a estabilidade de sinal com o número de ciclos em tampão . 
A Figura 2.36 ilustra o ensaio realizado para a primeira camada (Fc-PAH), isto é, 
apenas com uma camada de Fc-PAH adsorvida à superfície de elétrodo.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.36- Voltamograma cíclico efetuado a diferentes velocidades de varrimento a pH 9 com 0.1M 
NaClO4, para superfície de elétrodo de ITO modificada com Fc-PAH.  
 
A dependência de Ipa com a velocidade de varrimento ou raiz quadrada da 
velocidade de varrimento foi averiguada para todos os filmes estudados. A título 
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ilustrativo apresentam-se na Figura 2.37 apenas as dependências para os elétrodos 
modificados com Fc-PAH e Fc-PAH/PSS.  
Os valores de Ipa aumentam de forma linear com a velocidade de varrimento de 
potencial para a primeira, terceira e quinta camada (terminadas em PAH), indicando a 
existência de um processo de transferência de carga entre os grupos redox e o 
elétrodo independente da difusão. Com a introdução sucessiva de camadas externas, 
os valores de Ipa deixam de ser lineares com a velocidade de varrimento, mas passam 
a variar linearmente com a raiz quadrada da velocidade sendo também a forma dos 
picos mais alargada. Estes resultados sugerem que para filmes mais espessos uma 
componente de difusão contribui de forma significativa para o processo de 
transferência eletrónica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.37 – Dependência de Ipa com a) a velocidade de varrimento e b) a raiz quadrada da velocidade 
de varrimento para o electrodo modificado com Fc-PAH (preto) e modificado com Fc-PAH/PSS 
(vermelho). 
Para o estudo em pH 9 (Figura 2.38) o valor de carga máximo é atingido na quinta 
camada (ITO/(Fc-PAH/PSS)2/Fc-PAH), enquanto que em pH 7 o mesmo foi atingido 
somente para a sétima camada. Observa-se também que a pH 9 os valores em 
absoluto de carga no processo de oxidação são superiores em relação aos 
apresentados para pH 7. 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
Figura 2.38 - Representação gráfica da carga correspondente ao pico anódico do ferroceno em função do 
número de camadas de polímero em tampão carbonato/bicarbonato pH 9. 
a) b) 
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Estudou-se a perda de carga em função do número de ciclos realizados em tampão 
carbonato/bicarbonato com 0.1 M de NaClO4, pela análise da seguinte tabela existe 
perda considerável na resposta eletroquímica do grupo ferroceno no processo de 
oxidação em função do número de ciclos realizados a pH 9. 
 
Tabela 2.3 – Resultados obtidos da percentagem da carga devida à oxidação do ferroceno em função do 
número de ciclos em tampão carbonato/bicarbonato com 0.1M de NaClO4 pH 9. 
 
Camada nº 
Ciclo nº 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
1 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 
25 11% 24% 55% 28% 31% 14% 24% 22% 36% 34% 26% 27% 
50 1% 13% 27% 13% 19% 6% 11% 11% 17% 16% 13% 15% 
 
Neste ensaio efetuaram-se 50 ciclos de varrimento de potencial de 0 a 0.7 V a 50 
mV/s em tampão carbonato/bicarbonato com 0.1 M de NaClO4 pH 9, com o intuito de 
verificar a possibilidade de obter uma combinação (nº de camadas) que favorecesse a 
estabilidade do sinal do ferroceno. 
Mais uma vez as dúvidas continuam em relação à falta de estabilidade, será que o 
polieletrólito carregado positivamente a pH mais elevados passa a carga parcial 
neutra, diminuindo a força das ligações eletrostática e consequentemente promove a 
desadsorção da superfície de elétrodo, ou poderá ser devido à perda de sinal do grupo 
ferroceno. 
Devido à falta de estabilidade demonstrada na superfície de ITO, estes elétrodos 
modificados não seriam eficazmente aplicados, nesta fase, na plataforma da 
Lumisense, optando-se assim por estudar a construção de camada por camada na 
superfície de elétrodo de ouro modificada com uma SAM aniónica. 
 
2.4.2.6. Elétrodo de Au modificado com monocamadas de alcanotióis 
 
Tal como discutido na introdução deste capítulo, alguns autores reportam a 
possibilidade de modificar elétrodos com monocamadas contendo grupos ionizáveis, 
de modo a fazerem uso da repulsão electroestática das cargas negativas presentes na 
superfície do elétrodo com o anião luminol presente em solução (Figura 2.3). 
Estendendo este mesmo raciocínio ao nosso sistema, foi testado se a presença de 
uma monocamada (contendo grupos sulfónicos) na superfície do ouro, poderá servir 
para imobilizar o polieletrólito catiónico contendo grupos pendentes de ferroceno e 
simultaneamente inibir a electrooxidação do luminol. Na figura seguinte encontra-se 
ilustrado a estrutura química do composto testado para avaliar esta hipótese, 3-
mercaptopropanosulfonato de sódio. 
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Figura 2.39 - Estrutura química do 3-mercaptopropanosulfonato de sódio (MPS). 
Para os estudos iniciais de adsorção química e desadsorção eletroquímica das 
monocamadas de MPS, foi decidido usar como material de elétrodo, placas de ouro 
com orientação preferencial monocristalina. Isto porque favorecem uma adsorção 
muito ordenada e compacta de derivados de enxofre em ouro, susceptívies de serem 
quantitativamente desadsorvidos, como descrito em baixo.  
A formação de monocamadas puras deste composto foi efetuada por imersão do 
elétrodo de ouro, numa solução com 20 mM do composto, em H2SO4 10 mM e com 
diferentes tempos de imersão (de 10 a 960 minutos). Após a modificação, os mesmos 
são lavados abundantemente com água milli-Q por forma a remover possíveis 
moléculas não ligadas fortemente à superfície do elétrodo.   
No estudo de desadsorção de MPS em 0.5M NaOH, a solução foi desarejada 
durante 1 hora com azoto de modo a retirar o oxigénio presente em solução, para que 
o processo de redução do mesmo não interferisse com a resposta de desadsorção da 
monocamada. Na Figura 2.40, apresentam-se os voltamogramas referentes aos 
processos de desadsorção redutiva de superfícies de ouro modificadas com diferentes 
tempos de imobilização de MPS. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.40 - Voltamogramas cíclicos efetuados em 0.5 M NaOH de -1.2 a 0 V, para diferentes tempos de 
adsorção de MPS, = 20 mV/s. 
É globalmente aceite na comunidade científica que a desadsorção redutiva, em 
meio básico, de monocamadas automontadas tendo como grupos âncora tióis, ligados 
a superfícies de ouro, é caraterizada com o aparecimento de um pico bem definido a 
potenciais negativos [53] [54]. O potencial ao qual este processo ocorre e a forma do 
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pico, são reveladores da maior ou menor estabilidade da modificação, e a sua 
magnitude (carga envolvida) diretamente relacionada com quantidade de material 
depositado [53]. É geralmente aceite que a reação que descreve a desadsorção é: 
𝐴𝑢|𝑆𝐶𝑛𝑋 +  𝑒
−  → 𝐴𝑢0 +  𝑋𝐶𝑛𝑆
−                                         (2.2) 
Analisando em maior detalhe por exemplo, o voltamograma, para o comportamento 
da monocamada depositada com 10 minutos, verifica-se que o primeiro ciclo de 
varrimento catódico é caracterizado por uma resposta puramente capacitiva entre 0 e - 
0.6 V. De notar que esta corrente é substancialmente inferior na superfície Au-MPS 
que no elétrodo após remoção da monocamada. A potenciais mais negativos regista-
se o aparecimento de um pico bem definido a cerca Epc = -0.8 V vs. SCE, atribuído ao 
processo de desadsorção da monocamada, e uma segunda banda catódica mal 
definida para valores de potenciais inferiores -0.95 V, consistente com a desadsorção 
de átomos de enxofre de outras orientações cristalinas da superfície de ouro, por 
exemplo (110), que estabelecem ligações mais energéticas [54]. No varrimento inverso 
ocorre a existência de um pico anódico a cerca de -0.65 V, bem documentado na 
literatura como processos de re-adsorção de uma pequena quantidade de tióis 
previamente desadsorvidos [53] [55]. Nos varrimentos subsequentes verifica-se a 
ausência do pico anteriormente localizado a -0.8 V e o aparecimento de um novo pico, 
~-0.7 V correspondente à remoção dos tióis re-adsorvidos no processo anódico.  
Da observação da Figura 2.40, verificou-se ainda, que para tempos de imersão 
superiores a 480 min existem dois processos de desadsorção com relevância, um 
mais intenso centrado a ca. de -0.9 V e outro menos negativo a cerca de -0.75 V. Este 
comportamento, que é típico em monocamadas preparadas propositadamente com 
dois alcanotióis de diferentes comprimentos e/ou grupos funcionais, reflecte a 
coexistência de domínios com organização e empacotamento molecular diferentes 
para tempos de adsorção de MPS longos. Claramente, o ambiente dos átomos de 
enxofre altera-se durante a deposição o que pode indicar uma forte interação dos 
grupos ionizáveis, ou a formação de multicamadas, através por exemplo, de 
interações entre os grupos terminais carregados e grupos tiol livres em solução, ou 
ainda a algum tipo de degradação química dos grupos terminais, que possam levar a 
uma estabilização acrescida da maioria dos átomos de enxofre dasorvidos no ouro. 
Com base nos valores de carga envolvida no processo de desadoração (mC), a 
cobertura superficial (mol/cm2) pode ser determinada através da seguinte relação [56]: 
 
(2.3) 
Onde Q é a carga envolvida nos processos farádicos; n, é o número de eletrões 
envolvidos (neste caso n=1); F, é a constante de Faraday (96485 c mol-1) e A, a área 
geométrica do electrodo (cm2). 
Os valores relativos às cargas envolvidas no processo de desadsorção e respetivas 
coberturas superficiais de monocamadas formadas com diferentes tempos de 
preparação encontram-se compilados na Tabela 2.4. Contudo o recobrimento da 
superfície apresenta valores bastante semelhantes, o que leva a crer que a existência 
do segundo pico de desadsorção para tempos elevados de imobilização deve ser 
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proveniente de uma possível reação paralela do MPS imobilizado com a solução de 
imobilização.  
 
Tabela 2.4 – Valores de carga em função da área e recobrimento de superfície relativos ao estudo de 
tempo de imobilização de MPS representado na Figura 2.40. 
Tempo (min) Q/A (C/cm2) (mol/cm2)
10 7.46 x 10-5 7.74 x 10-10 
30 7.94 x 10-5 8.23 x 10-10 
60 7.33 x 10-5 7.60 x 10-10 
120 8.92 x 10-5 9.24 x 10-10 
480 9.15 x 10-5 9.48 x 10-10 
960 7.45 x 10-5 7.72 x 10-10 
   
Os valores de cobertura superficiais estão compreendidos entre 7.74 x 10-10 a 9.48 
x 10-10 mol cm-2 revelando que não existe uma grande dependência da quantidade de 
material depositado com o tempo de deposição, para tempos superiores a 10 minutos 
de imersão. Estes valores, estão em concordância com o reportado na literatura para 
monocamadas de alcanotióis, com um empacotamento denso, 7.76 x 10-10 mol cm-2, 
que corresponde a uma área molecular de 21.4  Å2  [57].  
Pela observação dos resultados presentes na Tabela 2.4, escolheu-se o tempo de 
imobilização de 10 minutos, uma vez que os valores de recobrimento não diferem 
muito com o tempo de adsorção, e para as experiências com tempos de imersão 
iguais ou superiores a 480 minutos poderá ter ocorrido alguma alteração na 
organização ou na natureza química da monocamada. 
Uma vez que o desenho das células eletroquímica para a aquisição de sinal ótico e 
medidas eletroquímicas, no caso do elétrodo de ouro, foi inicialmente construída 
contemplando a utilização do elétrodo de ouro policristalino, existiu a necessidade de 
efetuar um estudo idêntico ao anterior, no ouro policristalino.  
Para o ouro policristalino selecionou-se como tempo de adsorção: 10 e 900 
minutos, avaliando-se ainda a reprodutibilidade do sistema efetuando três ensaios nas 
mesmas condições. 
Os voltamogramas cíclicos típicos relativos ao comportamento deste elétrodo 
modificado em meio básico encontram-se apresentados na figura seguinte (Figura 
2.41). 
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Figura 2.41 - Voltamogramas cíclicos efetuados em 0.5M NaOH de -1.2 a 0 V, para diferentes tempos de 
adsorção de MPS no elétrodo de Au policristalino, = 20 mV/s. 
 
Uma das primeiras observações da análise dos resultados obtidos na superfície de 
ouro policristalina, Figura 2.41, consiste na notória diferença na forma, intensidade e 
posição dos picos de desadsorção da monocamada, comparativamente aos resultados 
ilustrados na Figura 2.40. Esta diferença demonstra a forte dependência da 
organização de monocamadas com a natureza da superfície do elétrodo.  
No caso do ouro policristalino para 10 min de adsorção da SAM, o pico muito largo 
localizado a cerca -0.4 V deverá ser oriundo da redução de óxidos presentes na 
superfície do elétrodo. A intensidade e posição deste pico é bastante dependente de 
ensaio para ensaio, e mesmo para experiências realizadas nas mesmas condições 
experimentais. Os picos associados ao processo redutivo das monocamadas 
encontram-se assinalados na figura anterior e localizados a potenciais perto de -1 V. 
Com base na carga envolvida no processo da sua redução, tal como anteriormente, a 
cobertura superficial foi determinada, estando os resultados compilado na tabela 
seguinte.  
 
Tabela 2.5 - Valores de carga por área e recobrimento relativos ao estudo de tempo de imobilização de 
MPS no elétrodo de Au policristalino referente à Figura 2.41. 
Imobilização (min) Q/A (C/cm2) (mol/cm2)
10 min 2.35 x 10-5 2.44 x 10-10 
900 min 8.82 x 10-5 9.14 x 10-10 
 
Para esta superfície de elétrodo existe uma diferença significativa no valor de 
recobrimento obtido para tempos de deposição de 10 e 900 minutos. No caso dos 10 
minutos e de acordo com o valor teórico aproximado para uma cobertura total, não 
considerando a rugosidade do elétrodo, obtém-se apenas 31.4% de recobrimento da 
superfície.  
A utilização de elétrodos modificados com MPS tem por intuito conferir cargas 
negativas à superfície do mesmo por forma a inibir a oxidação direta do luminol (na 
sua forma aniónica) e simultaneamente conferir uma densidade eletrónica ideal para a 
interação electroestática com possíveis polieletrólitos catiónicos. Para conferir se de 
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facto um elétrodo modificado, com apenas 10 minutos de adsorção, apresenta esta 
capacidade, avaliou-se o seu comportamento em soluções contendo um par redox, 
catecol, assim como à presença de luminol, Figura 2.42. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.42 – Resposta eletroquímica de (a) catecol e (b) luminol em tampão fosfato pH 6.5, em elétrodo 
de Au (preto) e Au/MPS (tracejado vermelho), = 20 mV/s.  
 
Da análise dos voltamogramas registados é interessante verificar que a resposta 
eletroquímica redox do catecol é fortemente inibida sugerindo um bloqueio eficaz da 
monocamada apesar da sua baixa cobertura superficial. O mesmo resultado foi obtido 
para a presença do luminol em solução verificando-se a inexistência do pico de 
oxidação deste, a potenciais cerca de 0.7 V, na superfície Au-MPS. 
Perante estes resultados a obtenção de uma superfície de Au-MPS, nas condições 
selecionadas, parece ser promissora para uma futura inibição da oxidação direta do 
luminol no elétrodo e promover a interação eletrostática de polieletrólitos catiónicos. 
Um dos parâmetros essenciais a determinar, quando se pretende usar elétrodos 
modificados, consiste em aferir qual a janela de potencial operacional. Uma vez que o 
potencial de trabalho utilizado é positivo torna-se necessário conhecer e estabelecer o 
limite de potencial anódico, a partir dos quais ocorre a destruição da modificação 
previamente efetuada. No caso de monocamadas de tióis esses limites são impostos 
pelo potencial ao qual irá ocorrer a desadsorção oxidativa, para tal o comportamento 
do elétrodo modificado foi avaliado em meio ácido e neutro, Figura 2.43. 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Figura 2.43 – Voltamograma cíclico para avaliar o processo de oxidação em 0.1M de HClO4 (a) e em 
tampão fosfato com 0.1M NaCl (pH 6.5) (b) para um elétrodo de ouro policristalino modificado uma 
monocamada de MPS com 10 mn de adsorção, = 20 mV/s. 
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Pela observação da Figura 2.43a verifica-se que o limite anódico de trabalho em 
meio ácido está situado por volta dos 1.0 V e em PBS pH 6.5 nos 0.85 V (Figura 
2.43b), significando que quanto maior o pH de trabalho mais o potencial de formação 
de óxidos se desloca para valores menos positivos.   
 
2.4.2.7. Estudo da formação de multicamadas de polietrólitos na 
superfície Au-MPS  
 
Após modificação do elétrodo com MPS, de acordo com o procedimento 
anteriormente discutido, o mesmo foi imerso em solução de Fc-PAH de 8mg/mL em 
tampão acetato pH 5, durante 1 hora, e lavado com água miliQ após imobilização, 
como se comprova pela visualização da Figura 2.44, observa-se a resposta 
eletroquímica do par redox. 
A Figura 2.44 apresenta a comparação entre os voltamogramas cíclicos de um 
elétrodo de ouro limpo, de Au-MPS e de Au-MPS/Fc-PAH em tampão acetato pH 5. O 
elétrodo modificado apenas com a monocamada apresenta apenas uma corrente 
capacitiva no intervalo de potencial estudado. Após a adsorção do polímero redox, 
verifica-se o aparecimento da resposta eletroquímica típica para um par redox 
reversível, Fc+/Fc, traduzida pelo aparecimento de um par de picos anódico e catódico 
bem definidos e separados apenas por 30 mV, atestando a sua adsorção à superfície 
de elétrodo.  
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Figura 2.44 – Voltametria ciclícla em 0.1M HClO4 ao longo da modificação de um elétrodo de ouro 
policristalino com uma SAM de MPS e polieletrolito catiónico ( Fc-PAH).  = 20 mVs-1. 
 
A resposta eletroquímica observada para os grupos ferroceno presentes no 
polieletrólito, demonstra, tal como num estudo anterior reportado na literatura [39], que 
uma cadeia curta de alcanotióis é adequada o suficiente para permitir a aproximação 
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dos centros metálicos no PAH do ouro, de modo a que a transferência de carga ocorra 
a uma velocidade apreciável. 
Tal como anteriormente para o elétrodo de ITO, também para a superfície de Au-
MPS foi estudada a resposta eletroquímica, para superfícies com camadas alternadas 
de polieletrólito catiónico e aniónico, Au-MPS/(Fc-PAH/PSS)n. 
Para cada camada de polieletrólito introduzida, estudou-se a resposta eletroquímica 
da mesma por a técnica de voltametria cíclica fazendo-se variar a velocidade de 
varrimento. Este estudo permite, tal como anteriormente, discutir os mecanismos de 
transporte de carga envolvidos nos diferentes filmes.  
Na Figura 2.45 apresentam-se, a título representativo, os resultados obtidos para 
um elétrodo modificado com três camadas: Au-MPS\(Fc-PAH/PSS)Fc-PAH. 
Observa-se que a corrente dos picos redox aumenta linearmente com o aumento 
da velocidade de varrimento, sendo este o comportamento esperado para espécies 
adsorvidas e eletroquimicamente ativas, na superfície do elétrodo, 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Figura 2.45 – Resposta eletroquímica em tampão acetato pH 5 de elétrodo modificado, Au/MPS(Fc-
PAH/PSS)Fc-PAH em função da velocidade de varrimento, e a respetiva representação gráfica dos 
valores obtidos para o pico anódico e catódico em função da velocidade 
 
Tal como observado para o electrodo de ITO, verifica-se que existe linearidade de 
Ipico anódico e catódico com a velocidade de varrimento para a primeira, terceira e 
quinta camada (terminadas em PAH), indicando a existência de um processo de 
transferência de carga entre os grupos redox e o elétrodo independente da difusão. As 
restantes camadas demontram linearidade com a raiz da velocidade de varrimento 
sugerindo que para filmes mais espessos há uma componente difusional que contribui 
de forma significativa para o processo de transferência eletrónica. 
O estudo da carga envolvida no processo de oxidação do ferroceno ao longo da 
construção do sistema camada por camada é apresentado na seguinte figura, os 
ensaios foram todos realizados em tampão acetato pH 5 com 0.1M de NaClO4. 
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Figura 2.46 - Representação gráfica da carga correspondente ao pico anódico do ferroceno em função do 
número de camadas de polímero em tampão acetato pH 5. 
Este ensaio apresentou resultados análogos aos obtidos em ITO a pH 7, 
apresentado na Figura 2.35, estando o limite de carga associado à sétima camada de 
polieletrólito, ou à quarta camada carregada positivamente. 
 
2.4.2.8. Estudo da oxidação do luminol no elétrodo modificado, Au-MPS 
 
Estudou-se o efeito da modificação anterior do elétrodo no processo de oxidação do 
luminol utilizando a técnica de voltametria cíclica para obter a resposta inerente a cada 
modificação de elétrodo. Neste caso efetuou-se um ciclo de varrimento de potencial 
entre 0 e 0.6 V numa solução contendo 0.5 mM de luminol em tampão 
carbonato/bicarbonato pH 9 com 0.1M de NaClO4.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.47 – Resposta eletroquímica de elétrodo de Au, modificado com MPS e FC-PAH ou PAH, em 
tampão carbonato/bicarbonato pH 9 com 0.1 M de NaClO4. = 20 mV/s. 
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Tal como o observado anteriormente em soluções de pH 6.5, Figura 2.42, também 
para soluções com pH superior (pH 9), se verifica um bloqueio eficaz do processo de 
oxidação do luminol, quando na presença de um elétrodo modificado com uma 
monocamada de MPS. O pico de corrente anódico observado a cerca de 450 mV, no 
elétrodo de ouro limpo e atribuído à oxidação do luminol em solução, é totalmente 
suprimido pela presença desta monocamada.  
Com a introdução adicional de polieletrólitos, com ou sem ferroceno na sua 
estrutura, visualiza-se um pequeno aumento dos valores de correntes para valores de 
potenciais superiores a 0.6 V, sem se visualizar no entanto o pico característico da 
oxidação do luminol, ou podendo este estar descolado para valores de potencial muito 
superiores, fora do intervalo de trabalho ideal. 
Apresenta-se na Figura 2.48 uma ampliação para a resposta eletroquímica do 
elétrodo modificado com polieletrólito numa solução contendo luminol, retirado da 
figura 49, e acrescenta-se a resposta eletroquímica do elétrodo modificado com Fc-
PAH na ausência de luminol.  
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Figura 2.48 – Resposta eletroquímica do elétrodo modificado com polieletrólito contendo ferroceno  numa 
solução contendo luminol (azul) e na ausência do mesmo (preto). A vermelho está representado a 
resposta eletroquímica de um elétrodo modificado com polímero sem ferroceno na presença de solução 
com luminol, = 20 mV/s. 
Uma análise detalhada permite verificar a resposta do par redox na ausência de 
luminol (linha a preto). No caso do elétrodo modificado sem o grupo ferroceno o 
potencial de oxidação do luminol acontece a valores mais positivos de potencial em 
comparação com o potencial em que o ferroceno é oxidado, contudo no elétrodo 
modificado com ferroceno, verifica-se que a oxidação do luminol acontece exatamente 
ao mesmo potencial em que o ferroceno oxida, permitindo assim afirmar que o 
ferroceno presente no polímero serve de mediador na oxidação do luminol. 
O mesmo estudo foi efetuado mas desta vez na presença de 0.5 mM de H2O2 e 
com aquisição de sinal ótico. 
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Figura 2.49 – EQL proveniente da resposta eletroquímica de elétrodo de ouro limpo e modificado com 
monocamada e polieletrólito como descrito na legenda, contendo 0.5 mM de cada constituinte no sistema 
luminol/H2O2 em carbonato/bicarbonato pH 9 com 0.1M de NaClO4. = 20 mV/s. 
Os resultados provenientes da aquisição de EQL corroboram o descrito 
anteriormente na observação das correntes inerentes ao processo no elétrodo 
modificado. Na presença do elétrodo modificado com monocamada de MPS a 
oxidação do luminol inicia-se somente para potenciais mais positivos, bloqueando 
totalmente a oxidação do luminol no intervalo escolhido em função da estabilidade da 
monocamada. Por outro lado, introduzindo Fc-PAH o aparecimento de luz dá-se ao 
mesmo potencial que a oxidação do ferroceno. 
A Figura 2.49 permite também verificar que o sinal de EQL diminui com o aumento 
de camadas de polímero, independentemente da camada terminal do mesmo. Este 
fenómeno pode dever-se aos processos de transferência de carga inerentes as estes 
polímeros, discutidos anteriormente, nomeadamente pela introdução de uma 
componente de difusão no processo de conversão redox. É admissível também 
conjeturar uma maior dificuldade de acesso do anião do luminol aos grupos redox 
internos do polímero imposto por uma repulsão eletrostática dos grupos aniónicos do 
PSS não neutralizados pelas interação com o polímero catiónico,    
Por forma a verificar a dependência do sinal de EQL obtido com o método de 
perturbação eletroquímico imposto, na figura seguinte apresentam-se os resultados 
obtidos por voltametria cíclica em contraste com os registados por aplicação sucessiva 
de pulsos de potencial, para o elétrodo de ouro não modificado e modificado. 
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Figura 2.50 – EQL proveniente da resposta eletroquímica de em elétrodo limpo (preto) e modificado com 
MPS/Fc-PAH (vermelho), (a) voltametria cíclica e (b) aplicação de pulsos de potencial numa solução 
contendo 0.5mM de Luminol/H2O2 em tampão carbonato/bicarbonato pH9. 
A observação da Figura 2.50a e Figura 2.50b permite-nos afirmar que o sinal de 
EQL proveniente do elétrodo não modificado diminui drasticamente com o número de 
ciclos de varrimento de potencial ou com a aplicação de pulsos de potencial, enquanto 
que para o elétrodo modificado o sinal de EQL mostra-se mais estável. 
Estes resultados parecem indicar que esta aproximação ao problema e promissora 
face aos objetivos traçados.  
 
  
0,3 0,4 0,5 0,6
0
50
100
150
200
250
300
350
400
S
in
a
l 
ó
ti
c
o
 (
u
.a
.)
E (V)  Vs.  SCE
      Au
 primeiro ciclo
 segundo ciclo
  Au/MPS/Fc-PAH
 primeiro ciclo
 segundo ciclo
a)
0 10 20 30 40 50 60 70 80
0
50
100
150
200
250
300
350
400
S
in
a
l 
ó
ti
c
o
 (
u
.a
.)
Tempo (s)
 Au
 Au/MPS/Fc-PAH
b)
Preparação de elétrodos modificados com polieletrólitos para o desenvolvimento de biossensores óticos com base 
em eletroquimioluminescência 
 
71 
 
2.5 Conclusões  
 
Foi possível demonstrar que elétrodos recobertos com uma camada polimérica 
depositada pela metodologia de camada por camada, incluindo polieletrólitos 
aniónicos funcionalizados com ferroceno na sua estrutura, medeiam a reação de 
electroquimioluminescência da reação de luminol com peróxido de hidrogénio.  
O trabalho iniciou-se com o estudo do comportamento eletroquímico e respetiva 
resposta de EQL de diversos derivados de ferroceno em solução. Esta subsecção teve 
como primeiro objetivo o de ganhar experiência em ensaios envolvendo processos de 
eletroquimioluminescência (dominar a metodologia de perturbação eletroquímica e 
aquisição simultânea de um sinal ótico), envolvendo a construção de diversas células 
eletroquímicas para os estudos com os diferentes elétrodos e com ou sem fluxo. O 
segundo objetivo foi o de contribuir para o avanço científico face ao que se encontrava 
reportado, para os estudos destes derivados em solução na reação de EQL 
Luminol/H2O2. De fato até ao momento não tinham sido reportados estudos analisando 
a influência da força iónica, razão luminol/derivado de ferroceno e comparação dos 
resultados obtidos em fase estacionária versus em fluxo, para este sistema. 
Os resultados obtidos vêm de encontro aos publicados por outros autores, 
nomeadamente na evidência da inabilidade de mediação da reação pelos mediadores 
em solução, quando testados em superfícies de ouro, mas a sua eficaz mediação 
quando perturbados electroquimicamente num elétrodo de ITO. 
De revelar que mesmo para a superfície de ouro limpa, apesar de não se verificar 
uma separação notória no potencial ao qual ocorrem os processos de oxidação 
(ferroceno e luminol), ocorre uma intensificação do sinal recolhido quando na presença 
de mediadores. No entanto, e perante os melhores resultados obtidos com ITO, deu-
se primazia a estas superfícies de eléctrodo.  
 Para a superfície de ITO conseguiu-se uma separação de cerca de 400 mV entre o 
processo de electrooxidação do ferroceno e luminol, após a otimização das condições 
experimentais. A seleção do ferroceno dicarboxílico, numa solução a pH 9.4, como o 
mais eficaz corroborou uma vez mais os resultados já reportados. É de salientar que a 
escolha do derivado de ferroceno que melhor catalisa a reação é extremamente 
dependente do valor de pH a que se realiza o ensaio. Deste modo, os resultados 
sistematizados neste trabalho são uma ferramenta relevante em estudos de mediação 
do sistema luminol e H2O2, permitindo escolher o derivado de ferroceno mais 
apropriado às condições ótimas do sistema que se pretender investigar. 
A variação da força iónica da solução (para concentrações de NaClO4 entre 0.05 e 
0.5 M) não demonstrou influência significativa quer na posição (valor de potencial) 
quer na magnitude do sinal ótico obtido. A alteração da razão de luminol/derivado de 
ferroceno utilizada permitiu verificar que à medida que se aumenta a quantidade de 
ferroceno presente, mantendo a concentração de luminol constante, ocorre uma 
intensificação da quantidade de luz emitida, assim como um deslocamento para 
valores menos positivos de potencial ao qual o processo se inicia. Entre várias razões 
estudadas a que melhores resultados apresentou foi a de 1:20 (luminol:derivado de 
ferroceno). 
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Em posse das condições ótimas, a reação de EQL foi testada nestas condições, 
recorrendo à aplicação de pulsos de potencial de 0 a 450 mV, comprovando que a 
oxidação é feita através do mediador (ferroceno dicarboxílico), e não pela oxidação 
direta do luminol/H2O2.  
Para os ensaios realizados em regime de independência de transporte de massa 
(em fluxo) a estabilidade do sinal ótico recolhido, durante a aplicação de pulsos 
consecutivos de potencial, é superior quando na presença do mediador. 
Após estes estudos iniciais o trabalho seguinte consistiu na tentativa de 
aproximação a um sistema de EQL, com todos os reagentes imobilizados, tendo-se 
focado neste capitulo a imobilização do mediador.  
Para tal procedeu-se à síntese de um polieletrólito catiónico contendo grupos 
ferrocenos (Fc-PAH) e sua adsorção na superfície do elétrodo pela metodologia de 
camada por camada, recorrendo ao PSS como contrapartida aniónica. 
Apesar de existirem inúmeras aplicações de elétrodos modificados com 
polieletrólitos contendo compostos organometálicos com propriedades redox na sua 
estrutura, (biossensores eletroquímicos, células de combustíveis enzimáticas, 
eletrocatálise, etc) que se tenha conhecimento este é o primeiro trabalho que recorre a 
estes materiais para catalisar a reação de quimioluminescência entre o luminol e o 
peróxido de hidrogénio. 
A caraterização por via eletroquímica das superfícies modificadas com estes 
polímeros, permitiu não só demonstrar a viabilidade da síntese orgânica destes, como 
avaliar a quantidade de material eletroativo depositado entre cada modificação. Com 
base nas variações de correntes de pico com a velocidade de varrimento imposta, 
para ensaios recorrendo a voltametria cíclica, foi possível identificar os diferentes 
mecanismos do processo de transferência de carga para elétrodos contendo 
diferentes camadas e em diferentes condições experimentais (pH, força iónica).  
Os elétrodos modificados apresentaram uma elevada estabilidade eletroquímica da 
sua resposta quando testados em meio ácido (HClO4 0.1 M) constatado pela 
estabilidade das correntes de oxi-reducção dos grupos redox adsorvidos, quando 
submetidos a varrimentos sucessivos de potencial. Em meios aquosos com pH 
compreendido entre 4 e 9, o varrimento consecutivo de potencial traduziu-se numa 
perda de material eletroativo disponível. Esta perda de resposta por parte dos grupos 
ferrocenos disponíveis não é desejada pois impede o uso desta plataforma em 
biossensores nomeadamente quando se deseja efetuar diversas determinações 
analíticas com a mesma plataforma.  
Foram executados diversos ensaios na tentativa de compreender e colmatar esta 
perda de eletroatividade. O estudo da presença de diferentes aniões na solução em 
que se realiza a sua caracterização, não revelou qualquer desvio significativo a este 
comportamento. Mesmo quando realizados na presença de aniões, que promovem a 
degradação do ferroceno no seu estado oxidado, parecendo indicar que não está 
envolvida a degradação dos centros redox. 
A modificação com camadas sucessivas de polieletrólitos catiónicos e aniónicos, e 
consequente adsorção de mais material eletroativo, também não contribuiu de forma 
significativa para uma melhoria da estabilidade eletroquímica. 
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Perante estes resultados obtidos em ITO fica em aberto se ocorre uma desadorção 
de material polimérico da superfície do elétrodo quando imerso em soluções de pH 
superiores a 4, ou se existe uma alteração estrutural do polímero que reduz a 
acessibilidade aos grupos ferroceno, diminuindo consequentemente o número de 
centros ativos disponíveis para o processo de transporte de carga. Um estudo 
gravimétrico por microbalança de cristal de quartzo poderia dar uma reposta a esta 
questão.    
Com o intuito de ultrapassar esta falta de estabilidade foi ainda investigado o 
comportamento de elétrodos de ouro modificados com uma monocamada de 
alcanotióis contendo um grupo cabeça iónico, MPS. Nestes estudos, demonstrou-se a 
formação destas monocamadas em elétrodos de ouro, estudando-se as condições 
experimentais da sua formação, tendo em vista um substancial recobrimento 
superficial e o eventual bloqueio de espécies aniónicas eletroativas em solução, e.g. 
luminol. 
Tal como o observado em elétrodos de ITO, também nestas superfícies (Au-
MPS/polímeros) se verificou uma elevada estabilidade da resposta dos grupos 
ferroceno em meio ácido, mas a sua perda de eletroatividade quando testados em 
soluções neutras ou básicas. 
Os resultados descritos anteveem alguma dificuldade de aplicação prática desta 
metodologia numa plataforma de biossensores para uso continuado. De realçar no 
entanto que em virtude da reprodutibilidade das modificações observadas é de esperar 
que a sua aplicação numa perspetiva de elétrodos descartáveis poderá ser viável. A 
metodologia desenvolvida demostrou um significativo aumento do sinal de EQL 
observado o que poderá implicar a deteção de concentrações subnanomolares de 
peróxido de hidrogénio, e consequentemente antever a necessidade de menor 
quantidade de enzimas depositadas na superfície do elétrodo. O aumento significativo 
do sinal ótico registado na presença dos mediadores prevê que se poderá construir 
sistemas analíticos recorrendo a sensores óticos menos sensíveis, fotodíodos, em 
detrimento de tubos fotomultiplicadores. 
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Desenvolvimento de um novo 
equipamento para a deteção rápida e 
simples de Ocratoxina A em cereais e 
vinho 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Parte do trabalho apresentado neste capítulo foi objeto da seguinte 
publicação: 
 R. R. G. Soares1; Diogo Ramadas1; V. Chu; M. R. Aires-Barros, J. P. Conde; A. S. 
Viana e A. C. Cascalheira, “An ultrarapid and regenerable microfluidic immunoassay 
coupled with integrated photosensors for point-of-use detection of ochratoxin A”, 
Sensors and Actuators B: Chemical, 2016, vol. 235, pp 554-562. 
                                               
1 Contribuição em partes iguais. 
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3.1. Resumo 
 
Dado o crescente ritmo em que novos produtos alimentares são produzidos e 
comercializados por todo mundo, garantir a segurança alimentar humana e animal é 
um dos grandes desafios da sociedade moderna. A Ocratoxina A (OTA) é uma 
micotoxina produzida por fungos quer no campo quer durante o armazenamento de 
alimentos, com grandes implicações na saúde, estando cada vez mais associada a 
doenças crônicas e agudas, como carcinogénese provocando também toxicidade 
hepática. Atualmente, os métodos de deteção padrão certificados, baseados em 
metodologias de cromatografia, são complexos, demorados (> 1 hora) e necessitam 
de pessoal especializado para serem executados. Assim sendo, existe uma grande e 
crescente procura de métodos alternativos para controlar e monitorizar eficazmente os 
níveis de micotoxinas antes ou após colheitas, durante o transporte ou armazenagem, 
de preferência rápido, simples e portátil. 
Neste capítulo apresentam-se os resultados obtidos no âmbito da participação num 
projeto europeu, no qual a empresa Lumisense Lda fez parte do consórcio, Demotox, 
cujo objetivo final consistiu na construção de um equipamento portátil para a deteção 
de OTA.  
O projeto Demotox foi uma ação de demonstração dos resultados provenientes de 
um projeto anterior denominado Otasens. Este projeto (Otasens) teve como objetivo 
final o desenvolvimento de um protótipo laboratorial capaz de detetar OTA de uma 
forma simples e rápida. O protótipo laboratorial desenvolvido demonstrou excelentes 
resultados, recorrendo a imunoensaios miniaturizados para a deteção de OTA, abrindo 
as portas para que um novo projeto demonstrador (Demotox) fosse submetido e 
aprovado, tendo em vista o desenvolvimento de um protótipo pré-industrial para 
deteção de OTA em cereais e vinho. No decorrer do projeto Demotox, desenvolveu-se 
um protótipo pré-industrial de identificação semi-quantitativa para a deteção de OTA 
em cereais, vinho para os valores legais na união europeia. O protótipo é portátil de 
pequena dimensão, com uma interface simples e intuitiva para o utilizador, e de rápida 
resposta. 
Os trabalhos realizados no âmbito da participação no projeto e no âmbito deste 
doutoramento englobaram: o desenvolvimento necessário para alterar o sistema de 
fluídica: a conceção, desenho, construção e teste de bomba peristáltica miniatura; 
elaboração dos requisitos para redesenhar a placa eletrónica de controlo do 
equipamento; desenvolvimento do software de controlo embebido (firmware) e 
alteração do formato do imunoensaio de modo melhorar o desempenho do teste.   
O método selecionado para a deteção de Ocratoxina A recorreu a uma metodologia 
denominada por ELISA. ELISA, do termo inglês (Enzyme Linked Immuno-Sorbent 
Assay), ou ensaio imunoenzimático em suporte sólido, a qual é baseada no princípio 
da interação específica entre anticorpo e antigénio (OTA).  
A técnica ELISA foi miniaturizada, recorrendo a estruturas de microfluídica, e 
aplicada no formato de um imunoensaio competitivo direto demonstrando-se eficiente 
na deteção da toxina. O novo protótipo e respetivas estruturas microfluídica revelaram-
se eficientes para a deteção de OTA em vinho no limite legal de 2 ng/mL, sendo o 
protótipo validado também para a deteção de OTA em cereais de alimentação animal 
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para 50 ppb, cinco vezes inferior ao limite legal estabelecido pela união europeia, 
podendo facilmente o ensaio ser ajustado para a deteção no limite legal de 250 ppb.  
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3.2. Introdução 
 
Garantir um elevado grau de qualidade e segurança nos produtos alimentares é 
uma grande exigência das sociedades atuais, contudo garantir esta mesma qualidade 
é um enorme desafio. A degradação de produtos alimentares por fatores bióticos e em 
particular por fungos demonstra ser um problema generalizado. Este fenómeno deve-
se também à capacidade de fungos produzirem micotoxinas. As micotoxinas são 
pequenas moléculas orgânicas produzidas por fungos filamentosos durante o 
crescimento sob condições favoráveis de temperatura e humidade[1]. Existem 
inúmeras micotoxinas, sendo conhecidas mais de 300 tipos, que são encontradas em 
regiões específicas do mundo, principalmente naquelas com condições climatéricas 
propícias para o seu crescimento, sendo a contaminação da alimentação humana e 
animal através de micotoxinas um problema mundial[2].  
Estima-se que cerca de 25% da produção agrícola em todo o mundo tem algum 
grau de contaminação com micotoxinas. Estas toxinas afetam igualmente a saúde 
animal, o que implica um considerável impacto económico devido a uma diminuição no 
desempenho e produtividade[3]. 
 As micotoxinas estão relacionadas com efeitos tóxicos para a vida humana e 
animal e são atualmente consideradas um dos mais perigosos contaminantes 
alimentares[4], estando associados a efeitos cancerígenos[5], neurotóxicos[6], 
disruptores endócrinos[7] e immunodepressores[8] tanto mais por serem bastante 
resistentes aos tratamentos térmicos, utilizados no processamento alimentar. 
Entre as diversas micotoxinas produzidas por fungos, a Ocratoxina A (OTA), 
merece particular atenção, devido ao seu impacto toxicológico grave, causando 
diversos efeitos de nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, neurotoxicidade, 
teratogenicidade e imunotoxicidade, em seres humanos e animais[6]. 
A OTA é um composto cristalino incolor cujo nome químico é (R)-N-[(5-cloro-3,4-
dihidro-8-hidroxi-3-metil-1-oxo-1H-2-benzopiran-7-il) carbonil] – L-fenilalanina e cuja 
fórmula química se representa na Figura 3.1. Trata-se de uma dihidro-isocumarina 
unida a um grupo L-fenilalanina por uma ligação peptídica. 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.1 – Estrutura molecular da Ocratoxina A 
 
As principais espécies de fungos responsáveis pela produção de OTA são 
Penicillium verrucosum, Aspergillus ochraceus e o chamado Aspergilli niger (A. 
Carbonarius e A. Niger agregado). Estes fungos aparecem consoante o tipo de 
produto, a envolvência e a região geográfica. Penicillium verrucosum é o principal 
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responsável por contaminações de OTA em regiões frias, uma vez que cresce a 
temperaturas inferiores a 30ºC. Para os países do norte da Europa a contaminação 
com OTA originária deste fungo é comum em cereais e seus produtos derivados como 
cerveja e tecidos comestíveis de origem animal, alimentados com ração contaminada. 
O Aspergillus ochraceus cresce em temperaturas moderadas e não superiores a 30ºC, 
e aparece em produtos alimentares como cereais ou grãos de café. No que respeita 
ao grupo de Aspergillus niger, cresce a temperaturas elevadas, aproximadamente 
30ºC e é responsável pela contaminação por OTA em regiões com clima quente, 
tendo sido a sua presença reportada em frutos secos e maduros, especialmente em 
uvas. Recentemente o Aspergillus carbonarius e em menor escala o Aspergillus niger 
têm sido reconhecidos como os principais responsáveis pela contaminação de OTA 
em vinho[9][10].  
Na tabela seguinte é possível verificar de forma compilada as principais 
caraterísticas dos fungos produtores de OTA. 
 
Tabela 3.1 - Principais características dos fungos produtores de OTA 
Género Aspergillus Género Penicillium 
Crescimento a temperaturas mais altas:  
 Crescimento a temperaturas <30ºC  
(Max a 20ºC) 
A. ochraceus 8-36ºC (Max 31ºC) 
A. carbonarius 32-35ºC 
A. niger 8-47ºC (Max 37ºC) 
Contaminante de café, uvas, passas Contaminante de cereais armazenados e 
carne 
Regiões mais quentes e dos trópicos Norte e centro da Europa e Canadá 
 
O aparecimento de OTA nos vinhos é uma questão emergente, pois tem sido 
relatada na maior parte das regiões vinícolas do mundo em especial no sul da europa. 
A Europa representa 75% da produção mundial de vinho e 40% da área plantada de 
vinhas[11], sendo o vinho um dos produtos mais exportados, a monitorização da sua 
qualidade é uma grande preocupação e necessidade, pois pode por em causa a saúde 
humana e ter sérias repercussões a nível económico. 
Devido ao potencial de toxicidade da OTA e ao aumento da quantidade de produtos 
alimentares que estão a ser produzidos e comercializados em todo o mundo, a sua 
presença na alimentação humana e animal é uma questão de grande preocupação 
para ser deixada sem regulamentação e monitorização. O número de países com 
regulamentações específicas para contaminações pela OTA tem vindo a aumentar de 
apenas 33 em 1981 para 100 em 2003[12]. Atualmente, a União Europeia (UE) 
estabelece limites máximos para a OTA num vasto leque de produtos alimentares e 
tem o regulamento mais rigoroso no mundo, tanto em termos de limites mais baixos 
como no âmbito de matrizes e toxinas abrangidos pela lei. Esses limites, dependem do 
produto alimentar, variam de 2 ng/mL para vinhos, 3 ng/g em cereais processados até 
15 ng/g em especiarias[13]. 
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Desenvolvimento recente na análise de Micotoxinas. 
 
A importância da análise destes compostos é bem patente pelo fato de existir um 
jornal científico totalmente dedicado a micotoxinas, “World Mycotoxin Journal2, onde 
anualmente se publica um artigo de revisão referente aos avanços no estado da arte 
dos métodos de analise de micotoxinas (e.g. F. Berthiller et. al, “Developments in 
mycotoxin analysis: an update for 2014-2015”, World Mycotoxin Journal: 9 (1),2016.)  
 A investigação neste campo tem sido muito ativa nos últimos anos, com estratégias 
que vão desde simples imunoensaios colorimétricos de membrana[14], imunoensaios 
em sistemas microfluídicos com detetores óticos integrados[15] até sensores 
complexos ultrassensíveis baseados em aptâmeros compreendendo várias estratégias 
de amplificação química[16][17][18]. Quanto a estes últimos, há um número 
significativo de publicações recentes alegando sensibilidades altas usando aptâmeros 
imobilizados para capturar OTA, que se baseiam tanto na deteção sem marcador 
[19][20][21] ou na deteção de um sinal proveniente de uma sonda marcada, 
previamente hibridizada com o aptâmero[22][23]. Têm sido reportados resultados 
excelentes a nível de sensibilidades, como por exemplo 2 ng/mL, utilizando agregados 
de nanopartículas de prata e partículas magnéticas funcionalizadas com 
aptâmeros[24] e menos de 1 ppt usando amplificação circular de rolamento do 
aptâmero desacoplado juntamente com uma sequência alvo marcada com pontos 
quânticos para amplificar o sinal quando a OTA não está presente em solução[18]. No 
entanto, estes ensaios são extremamente complexos em termos da química e da 
operação e requerem reagentes muito dispendiosos. Além disso, atualmente debate-
se a questão de se realmente são necessários limites de deteção (LOD) tão baixos 
(pelo menos ≈ 1000 vezes abaixo dos limites regulamentares) em casos que 
procedimentos eficazes de preparação/extração de amostras estão disponíveis. Outra 
desvantagem destes ensaios são os tempos longos de execução de mais de uma 
hora, o que constitui um fator altamente limitante para aplicações de triagem no local. 
Na verdade, através da revisão da literatura recente, os ensaios mais rápidos, mesmo 
com a perda de sensibilidade, necessitam de pelo menos 15 minutos, muitas vezes 
acoplados a um processo de regeneração igualmente longo para evitar procedimentos 
de imobilização de moléculas complexas. Estratégias tradicionais baseadas em 
imunoensaios colorimetricos descartáveis de fluxo lateral foram implementadas em 
vários kits comerciais altamente sensíveis e portáveis, tais como o RevealQ+ da 
Neogen3, ROSA® da Charm4 e Ochrasensor da Unisensor5 em que os tempos de 
análise são de 9, 10 e 5 minutos, respetivamente. 
O método selecionado para a deteção de Ocratoxina A ao longo deste trabalho 
recorreu à metodologia denominada por ELISA. ELISA, do termo inglês (Enzyme 
Linked Immuno-Sorbent Assay), ou ensaio imunoenzimático em suporte sólido é 
baseada no princípio da interação específica entre anticorpo e antígeno (OTA).  
 
                                               
2 http://www.wageningenacademic.com/loi/wmj 
3 http://www.neogen.com 
4 https://www.charm.com 
5 https://unisensor.be 
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Otasens6. 
 
Grandes empresas normalmente têm os meios e os recursos humanos para efetuar 
quantificação de OTA internamente, contudo o problema centra-se nas pequenas e 
médias empresas (PME). As PME produtoras de bebidas e alimentos necessitam de 
mandar analisar externamente, em laboratórios certificados, as amostras para a 
deteção de OTA, o que acarreta um gasto extra bastante elevado para empresas com 
recursos limitados, em particular pequenos produtores de vinho, para estes a 
aplicação de técnicas ou dispositivos de monitorização complexos é inviável. 
Neste cenário, é evidente que o desenvolvimento de métodos de análise com boa 
seletividade, sensibilidade e reprodutibilidade e que ao mesmo tempo apresentem 
baixo tempo de ensaio, baixo custo e métodos pouco poluentes são bastante atrativos 
para as PME. Na tentativa de entrar neste nicho de mercado e solucionar um 
problema existente, nasceu o projeto europeu Otasens. 
O objetivo científico e tecnológico do projeto consistiu em melhorar 
significativamente a facilidade de deteção de Ocratoxina A em vinho e rações para 
animais à base de cereais. Para atingir o objetivo proposto o consórcio propôs-se a 
desenvolver um sistema de deteção portátil capaz de monitorizar OTA em vinho, 
cerveja e rações para animais à base de cereais com as seguintes características em 
comparação com as existentes nos laboratórios certificados: 
 Redução de tempo dos processos analíticos. 
 Redução do custo por análise. 
 Redução da quantidade de solventes orgânicos utilizados. 
 Redução do uso de mão-de-obra especializada.  
O projeto visava o progresso tecnológico no desenvolvimento de um sistema portátil 
inovador que realizasse a deteção e quantificação de OTA por meio de uma matriz 
linear de fotodíodos de silício, sensores esses que irão monitorizar superfícies 
funcionalizadas de duas maneiras distintas, descritas em seguida, a fim de obter os 
melhores desempenhos em diferentes analítos e matrizes alimentares. 
 
Para obtenção de resultados o consórcio optou por usar duas abordagens distintas, 
que foram: 
1. Sistema de deteção inteligente para cromatografia de camada fina (TLC), 
onde os fotodíodos de silício são integrados com uma placa de TLC de 
modo a adquirir a fluorescência intrínseca da OTA quando exposta a 
iluminação UV. 
2. Um sistema de deteção ótica onde os fotodíodos são acoplados a uma 
superfície modificada para a aquisição de luminescência proveniente da 
                                               
6 “Novel photosensor-based device for rapid and quantitative ochratoxin A determination in wine, beer 
and feed” (OTASENS) financiado pelo FP7-SME (Specific Programme "Capacities": Research for the 
benefit of SMEs), referencia 232245. Realizado entre 2009-12-01 a 2011-11-30. 
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reação anticorpo-antigénio envolvendo o analíto em causa, OTA, e uma 
solução de luminol e peroxido de hidrogénio. 
As duas abordagens foram desenvolvidas por diferentes grupos, o sistema descrito 
como numero 1, foi desenvolvido pelo grupo “La Sapienza” da Universidade de Roma, 
com cooperação da empresa italiana “Automation, Srl”, enquanto que o segundo 
sistema foi desenvolvido pelo grupo “INESC Microsistemas e Nanotecnologias” com a 
empresa portuguesa “Lumisense, Lda”. 
Para o interesse neste trabalho, iremos unicamente focar-nos nos resultados 
obtidos para o segundo sistema mencionado. 
Os resultados obtidos no final do projeto Otasens foram os seguintes: 
O protótipo final do sistema de micro-imunoensaio para a deteção de OTA em vinho 
e cereais foi demonstrado e testado com matrizes complexas, provando a possível 
determinação num sistema sim/não para um limite pré-determinado. De acordo com 
resultados expressos no relatório final do projeto o valor de contaminação de OTA 
testado foi de 100 ng/mL, sendo que os resultados obtidos em matrizes de vinho tinto 
não foram muito satisfatórios uma vez que as antocianinas presentes na matriz 
mascaram o sinal. 
Os vários sistemas que compõem o sistema integrado final (protótipo laboratorial) 
são enunciados em seguida. 
 Sensor ótico para detetar quimioluminescência. 
 Placa circuito impresso com a eletrónica para controlo e amplificação do 
sinal do detetor e microcontrolador de controlo do ensaio, aquisição de 
dados e comunicação USB. 
 Bomba peristáltica, controlo de fluxo de soluções 
 Detetor de bolhas, para garantir a inexistência de ar durante o processo de 
imobilização e aquisição de luz. 
 Válvulas de pressão para controlo do rumo da solução. 
 Software de interface com utilizador de modo a analisar resultados e 
manutenção e verificação do sistema.  
 
 
 
O sistema de imunoensaio utilizado na versão final do projeto é reportado pelo 
grupo do INESC-MN[15] como um imunoensaio competitivo indireto, e é apresentado 
na seguinte figura.  
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Figura 3.2 – Imunoensaio publicado resultante do projeto europeu e respetiva tabela com concentrações 
e tempos referentes a cada passo do ensaio. SUA representa a solução de amostra a analisar constituída 
por solução de amostra + solução de de anticorpo primário (adaptado de [15]) 
 
Com base nos resultados promissores obtidos e a partir do protótipo laboratorial 
criado pelo grupo INESC-MN, o consórcio decidiu avançar para um projeto 
demonstração, Demotox, com o objetivo de não só converter o protótipo laboratorial 
num protótipo pré-industrial mas fazer também uma análise do mercado a um produto 
com estas características.  
 
Demotox7. 
Tal como mencionado anteriormente o projeto Demotox foi um projeto 
demonstrador financiado pela comunidade europeia na sequência do projeto Otasens. 
O objetivo consistiu em demonstrar que a tecnologia desenvolvida anteriormente era 
possível de converter em um equipamento pré-industrial, perto de entrada no 
mercado. 
Para tal o novo protótipo devia obedecer a determinados requisitos pré-
estabelecidos: 
 Portabilidade, tamanho máximo: 25 x 10 x 5 cm 
 Peso inferior a 1 Kg, compacto. 
 Sensibilidade: menor que 1 ng/mL de OTA em tampão, para matrizes 
complexas (vinho tinto) prevê-se menor sensibilidade. 
                                               
7 “A new device to detect quickly and friendly Ochratoxin A and other myco-toxins in feed, food and 
beverage” (DEMOTOX), financiado pelo FP7-SME (Specific Programme "Capacities": Research for the 
benefit of SMEs), referencia 604752. Realizado entre 2013-07-01 a 2015-06-30. 
Passo Elisa Concentração Tempo
Incubação SUA 25 nM Anticorpo primário 3 horas 
Imobilização OTA-BSA 1 mg / mL 10 minutos
Lavagem PBS 3 minutos
Imobilização SUA 15 minutos
Lavagem PBS 3 minutos
Imobilização anticorpo secundário 333 nM 10 minutos
Lavagem PBS 3 minutos
Deteção luminol Kit Luminol (Pierce) 1-2 minutos
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 Tempo de ensaio curto (uma ordem de magnitude menor que os ensaios 
tradicionais). 
 Resposta rápida. 
 Diminuição do uso de solventes orgânicos, maioritariamente usados em 
técnicas tradicionais. 
 Preço total do protótipo inferior a 3000 €. 
 Não requerer pessoal especializado para o ensaio. 
 Conexão a um sistema informático e software de interface simples para o 
utilizador.   
 
À empresa portuguesa Lumisense Lda coube o desenvolvimento de um protótipo 
pré-industrial do sistema com base no imunoensaio competitivo indireto desenvolvido 
pelo INESC-MN e respeitando as premissas acima enumeradas. 
Ao longo deste capítulo estão apresentados os resultados respeitantes à minha 
participação neste projeto e por mim realizados.  
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3.3. Parte experimental 
3.3.1. Equipamentos utilizados no desenvolvimento do projeto 
Para a construção do protótipo e das estruturas microfluídicas em acrílico e PDMS 
utilizaram-se os seguintes equipamentos. 
 Impressora 3D, Kossel8, construída no nosso laboratório utilizando recursos 
disponíveis online. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.3 – Fotografia ilustrativa da impressora 3D utilizada ao longo do processo para o 
desenvolvimento do protótipo pré-industrial Demotox. 
 
 Fresadora Proxxon mf-70, convertida num centro de maquinação 
computorizado com acoplamento de motores e microcontroladores. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.4 – Fotografia ilustrativa do centro de maquinação computorizado utilizado no desenvolvimento 
do protótipo pré-industrial Demotox. 
 Equipamento de descarga elétrica (tratamento por corona), para alterar a 
superfície de PDMS e permitir a sua colagem irreversível a outra camada de 
PDMS. Electro-Technic Products Inc (ETP), modelo BD-20. 
                                               
8 http://reprap.org/wiki/Kossel 
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Figura 3.5 – Fotografia ilustrativa do equipamento de descarga elétrica utilizado para sensibilização de 
PDMS na construção de estruturas microfluídicas ao longo do projeto. 
 
 Material comum de laboratório. 
 
3.3.2. Reagentes 
 
Na Tabela 3.2 encontra-se a lista de reagentes utilizados no decorrer do trabalho 
experimental. 
 
Tabela 3.2 – Reagentes utilizados com o respetivo número CAS e marca do fornecedor. 
Reagente Número CAS Marca 
Ácido clorídrico 7647-01-0 Acros (37%) 
Hidróxido de sódio 1310-73-2 Aldrich (98%) 
Cloreto de sódio 7647-14-5 Aldrich (99.5%) 
Cloreto de potássio 7447-40-7 Aldrich (99.5%) 
Dihidrogenofosfato de potássio 7778-77-0 Merk (99.5%) 
Dihidrogenofosfato de sódio 7558-80-7 Aldrich (99%) 
Fosfato de sódio dibásico 7558-79-4 Aldrich (99%) 
Fosfato de potássio dibásico 7758-11-4 Aldrich (98%) 
Polietileno glycol Mw = 20K 25322-68-3 Aldrich 
Kit de Luminol (SuperSignal West Femto) ---- Thermo Fisher 
BSA, Albumina do soro bovino  9048-46-8 Aldrich (98%) 
Anti-OTA-HRP, anticorpo policlonal de 
coelho purificado por afinidade específica 
contra a OTA e conjugado com peroxidase 
------- Immunechem 
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de rábano-de-cavalo (HRP) 
OTA-BSA, Albumina de soro bovino 
conjugada com OTA  
------- Aldrich 
Ocratoxina A (OTA-A) 303-47-9 Aldrich (98%) 
3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) 919-30-2 Aldrich (99%) 
 
3.3.3. Preparação de soluções e procedimentos 
 
Preparação de tampão fosfato salino pH 7.2 (PBS 7.2). 
 
Para um balão de 100 mL pesar: 
 0.8 g (136 mM) de cloreto de sódio (NaCl) 
 0.02 g (2.6 mM) de cloreto de potássio (KCl) 
 0.144g (10 mM) de fosfato de sódio dibásico (Na2HPO4) 
 0.024 g (1.7 mM) de dihidrogenofosfato de potássio (KH2PO4) 
Perfazer o volume com água desionizada, medir o pH e acertar com ácido clorídrico 
ou hidróxido de sódio. 
 
Preparação de PDMS para produzir as estruturas microfluídicas. 
 
O kit de PDMS Sylgard® 184 é constituído pelo elastómero e endurecedor, as 
proporções usadas ao longo do trabalho foram de 10:1 em massa respetivamente. 
Após junção e homogeneização a mistura é introduzida num recipiente de vácuo de 
modo a retirar todo o ar presente e usada conforme a finalidade. O tempo de cura 
usado é de 60 minutos a 75ºC. 
O processo de fabrico de PDMS com cor preta é idêntico ao transparente à 
exceção da introdução de 50 L de tinta-da-china comercial por cada grama de 
elastómero, e do tempo de cura de 90 minutos a 75ºC. 
 
Método de extração para amostras de vinho. 
 
Pesar para um eppendorf de 2mL: 
 164.4 mg (0.6 M) de fosfato de potássio dibásico (K2HPO4) 
 70.6 mg (0.29 M) de dihidrogenofosfato de sódio (NaH2PO4) 
 40 mg de (1 mM) Polietileno glicol Mw:20K 
 
Juntar 1881 L de vinho e 19 L de uma solução de OTA com 100x a concentração 
pretendida de modo a ficar a concentração pretendida no volume final. 
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Homogeneizar a solução com auxílio de um vortex durante 20-30 segundos e 
centrifugar a 2000g durante 10 minutos. 
Para preparar a amostra para análise (SUA, “sample under analysis”), retirar 10 L 
da fase superior (escura) e juntar a 23.3 L de solução de anticorpo com 2.85 g/mL 
apresentando concentração final após adição de amostra de 2 g/mL. 
O procedimento foi adoptado do procedimento já publicado por Soares e outros[25]. 
 
Método de extração para amostras de cereais. 
Pesar para um eppendorf de 2 mL, 400 mg de cereais a analisar e juntar 1.2 mL de 
solução de extração. Agitar vigorosamente com auxílio de um vortex durante 3 minutos 
e centrifugar 3 minutos a 8000 g ou 15 minutos a 2000 g. 
Após a centrifugação aparece uma fase no topo do líquido, amarela e viscosa, essa 
é a fase de interesse. Recolher 20 L dessa fase e voltar a centrifugar mais 2 minutos 
a 2000g. Para preparar a a amostra para análise, retirar 10 L do sobrenadante e 
adicionar 23.3 L de anticorpo. 
Este procedimento de extração foi desenvolvido pelo grupo do INESC-MN e está 
em fase de proteção intelectual, deste modo a solução de extração não nos foi 
transmitida. 
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3.4. Resultados e discussão 
3.4.1. Do protótipo laboratorial a um protótipo pré-industrial 
 
O protótipo laboratorial desenvolvido pelo INESC-MN proveniente do projeto 
Otasens é apresentado na Figura 3.6. Com vista ao cumprimento dos requisitos 
técnicos estabelecidos para o protótipo pré-industrial a desenvolver ao longo deste 
projeto, estabeleceram-se determinadas metas para cada componente específico do 
produto. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.6 – Vista do interior (esquerda) e exterior (direita) do protótipo proveniente do Otasens. 
 
Medidas propostas com intuito de atingir os objetivos traçados: 
 
 
 Diminuir o tamanho do equipamento, diminuindo o tamanho dos seus 
constituintes principais. 
 
 Ajuste do sistema de fluídica. 
 Equipamento, deteção e estruturas microfluídicas. 
 Eletrónica. 
 
 Reformulação do formato do imunoensaio de modo a ter menos um passo de 
reação permitindo a consequente diminuição do tempo total de ensaio. 
 
 Construção de uma plataforma de interação e análise entre os resultados 
obtidos e o utilizador. 
 
 Firmware de controlo do ensaio. 
 Software de interação com utilizador. 
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3.4.2. Sistema de fluídica 
 
O sistema desenvolvido para proceder ao ensaio de modo a ser mais simplificado, 
não contempla válvulas, camara de gotas, detetor de bolhas, nem dispensador de 
líquido, ao contrário do protótipo laboratorial (Figura 3.6) 
O ensaio foi desenhado de modo ao utilizador introduzir líquidos de forma 
sequencial, seguindo as instruções do software, deste modo simplifica-se todo o 
sistema de fluídica, sendo necessário somente um único canal de fluídica entre a 
introdução das diversas soluções e o reservatório dos líquidos usados, controlado 
através de uma única bomba. 
A primeira aproximação para a miniaturização da bomba consistiu em recorrer a 
soluções comerciais descritas como indicadas para sistemas de microfluídica, tendo-
se optado pelas microbombas da empresa Bartels9, modelo mp6, Figura 3.7. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.7 – Bomba piezoelétrica da Bartels modelo mp6 e respetivo gráfico de fluxo versus pressão. 
Verificou-se que com as estruturas microfluídicas desenvolvidas no Otasens, as 
bombas não demonstravam capacidade de manter o fluxo constante, e vencer a 
contrapressão criada por canais de 300 x 20 m. Contudo uma vez que se estruturou 
o ensaio idealizando a utilização de estruturas microfluídicas em acrílico (PMMA), de 
modo a ser mais robusto e não maleável, com maior largura de canal (1000 x 200 m), 
o sistema foi testado com recurso estas bombas.  
O uso regular das bombas demonstrou que após alguns dias de utilização, estas 
deixavam de ser fiáveis, essencialmente devido a acumulação de pequenas partículas 
proveniente da passagem de solução no seu interior. Apesar de cumprirem com a sua 
função enquanto novas (primeiras utilizações) não mostraram robustez necessária 
para o uso num equipamento pré-industrial. 
A inviabilidade do uso de bombas piezoelétricas comerciais levou à procura de 
outras soluções comerciais. Neste caso o foco dirigiu-se para bombas peristálticas 
miniatura. Não existem comercialmente muitas opções disponíveis de pequenas 
dimensões, sendo que os preços exigidos, para as que se conseguiram encontrar, 
para a gama de fluxos pretendida (1-50 L/min), serem de tal forma dispendiosas que 
correspondiam entre um terço a metade do valor final do equipamento. A falta de 
soluções no mercado fez com que surgisse a necessidade de desenvolver e construir 
uma bomba peristáltica miniatura, capaz de ser integrada no protótipo pré-industrial.  
                                               
9 http://www.bartels-mikrotechnik.de/content/view/9/15/lang,english/ 
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Para o desenvolvimento da minibomba peristáltica, utilizaram-se os recursos 
existentes no laboratório para o efeito, impressora 3D (formato “Kossel”) e uma 
máquina de fresa da marca proxxon mf-70 alterada para funcionar com recurso a 
computador e desenho 3d (CNC). 
O conceito passou por converter os desenho e estrutura pré estabelecidos para as 
bombas peristálticas de tamanho normal mas reduzindo os seus componentes. Para 
isso desenhou-se uma peça que permitisse acoplar um motor e ao mesmo tempo com 
a curvatura interior necessária para que o tubo fosse comprimido permitindo criação 
de fluxo, construi-se um sistema de pressão circular robusto composto por veios 
circulares equidistantes em relação ao mesmo centro. A representação da bomba 
desenvolvida é apresentada na seguinte figura. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.8 – Ilustração em 3D (cima) e fotografia ilustrativa (baixo) da bomba peristáltica desenvolvida ao 
longo do projeto.  
O motor ilustrado a amarelo na Figura 3.8 em cima (motor DC com uma redução de 
298:1 da Pololu com rotação máxima de 45 RPM e torque de 40 oz.in quando 
operados a 6 V) desliza pela cavidade representada na parte esquerda da estrutura 
principal da bomba (cinza), o veio do motor passa pelo rotor e faz com que o mesmo 
gire sobre o seu centro. A cinza estão representadas as peças impressas em PLA 
(ácido polilático, um dos termoplásticos mais utilizados para impressão 3D) a vermelho 
os rotores em acrílico (PMMA) que foram maquinados com recurso à CNC e a azul 
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estão representados veios comerciais em ferro, com 2 mm de diâmetro e 8 mm de 
comprimento. 
Efetuou-se o estudo dos diversos fluxos obtidos na bomba, fazendo circular água e 
medindo a massa ao final de um determinado tempo. Por software controlou-se a 
voltagem aplicada ao motor, essa alteração é medida numa escala de (0-25510), a que 
se deu o nome de velocidade (correspondendo a uma variação de 0 a 45 RPM do 
rotor), deste modo procedeu-se ao estudo do fluxo em função da velocidade aplicada 
para diferentes tubos com diâmetro compreendido entre 130 e 650 m de diâmetro 
interno. Após o estudo dos fluxos em função do diâmetro interno do tubo, foi escolhido 
o tubo de diâmetro interno de 190 m. Este tubo foi escolhido porque permite realizar 
toda a gama de fluxos pretendida. 
A título ilustrativo apresentam-se os valores obtidos para o tubo selecionado na 
Tabela 3.3 e a respetiva representação gráfica demonstrativa da linearidade entre o 
fluxo e a velocidade na Figura 3.9. 
 
Tabela 3.3 – Valores de massa e tempo em função da velocidade e respetivo valor de fluxo para tubo de 
diâmetro interno de 190m. 
Velocidade (0-255) Massa (g) Tempo (min) Fluxo (l/mn) 
75 0.0741 20 3.71 
100 0.0404 7 5.77 
125 0.0837 10 8.37 
150 0.0644 6 10.73 
175 0.0652 5 13.04 
200 0.0445 3 14.83 
255 0.0771 4 19.28 
 
 
Com os dados provenientes da Tabela 3.3 efetuou-se a representação gráfica da 
linearidade existente entre o fluxo em L/min e a velocidade para o tubo de 190 m de 
diâmetro interno. Pela observação da Figura 3.9 verificou-se linearidade do fluxo com 
a velocidade, permitindo um controlo do fluxo com recurso à velocidade imposta por 
software entre 3.7 e 19.2 L/min. 
 
                                               
10 Uma vez que o microcontrolador que controla a bomba é de 8 bits, e sabendo que o maior inteiro 
positivo que se pode representar na base 2 (binário)  com 8 dígitos é  2n – 1 temos  28 – 1 = 255. Desta 
forma os 5 V com que se controla a bomba podem ser divididos em 255 valores discretos.  
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Figura 3.9 – Representação gráfica da curva de calibração do fluxo da bomba em função da velocidade 
imposta no software para o tubo de 190 m de diâmetro interno. 
 
3.4.3. Sistema de deteção, equipamento e estruturas microfluídicas 
 
Sistema de deteção ótico. 
 
O desenvolvimento de um produto é um processo iterativo, sendo que a decisão 
sobre a utilização de um determinado componente terá sempre repercussões na 
escolha dos restantes componentes que interagem com este. Isto é particularmente 
válido para a seleção do detetor ótico a utilizar o qual não só influenciará o desenho e 
estrutura do equipamento mas também das estruturas microfluídicas a utilizar. 
O sistema de deteção ótica desenvolvido no âmbito do projeto anterior, Otasens, 
compreendia uma matriz de detetores óticos que permitiam realizar o ensaio com a 
medição simultânea no canal de referência e de amostra. A diferença existente da 
resposta entre os diversos detetores da matriz, no protótipo laboratorial, era avaliada 
expondo os mesmos a uma fonte de luz constante e compensando a diferença entre 
detetores matematicamente. O sistema de deteção desenvolvido apresenta alguma 
lacuna quanto à robustez física e de ligação entre os vários componentes, deste 
modo, e para não estar dependente do desenvolvimento de uma produção de 
detetores mais robustos com vista a uso em equipamentos pré-industriais, decidiu-se 
substituir a matriz de fotodíodos de silício, por um único fotodíodo comercial, da 
Hamamatsu Photonics, modelo (S6428-01). 
A utilização deste tipo de detetor apresenta vantagens e desvantagens em relação 
aos produzidos por medida. Uma grande desvantagem é que a deteção passa a ser 
efetuada em cada canal isoladamente e não em simultâneo como no caso da matriz 
de detetores, contudo permite não depender de uma fonte de luz calibrada para avaliar 
a diferença entre os dois detetores da matriz, uma vez que o detetor usado para a 
medida é o mesmo para os dois canais. Outra grande vantagem na utilização de 
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detetores comerciais, é o facto de estes estarem prontos para a utilização em 
dispositivos comerciais, com maior robustez mecânica em relação aos anteriores. Na 
figura seguinte são apresentados os diferentes detetores. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.10 – Detetores óticos, à esquerda matriz de fotodíodos fabricado pelo grupo INESC-MN e à 
direita fotodíodo comercial da Hamamatsu modelo S6428-01. 
Tal mudança no sistema de aquisição, leva a que o sistema de microfluídica se 
adapte à localização espacial do detetor ótico, para facilitar a nível de design. Cada 
ensaio consiste na aquisição de sinal em dois canais distintos, a indicação da 
existência de contaminação ou não é efetuada por comparação do sinal adquirido para 
a referência e para a amostra, deste modo optou-se por fabricar uma estrutura 
microfluídica simétrica, num dos eixos, de modo a que a rotação deste em 180º leve a 
que ambos os canais estejam posicionados no detetor ótico, como exemplificado na 
Figura 3.11. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.11 – Esquema exemplificativo do mecanismo de funcionamento das estruturas microfluídicas a 
desenvolver, a) base com detetor e b) estrutura microfluídica simétrica. Na figura c) e d) está 
exemplificado a rotação da estrutura em 180º permitindo visualizar que ambos os canais se encontram 
em cima do detetor ótico. 
Evolução das estruturas microfluídicas e do design exterior do equipamento. 
 
A estrutura microfluídica desenvolvida e testada no projeto Otasens foi idealizada 
de modo a demonstrar a viabilidade da metodologia, não contemplando os possíveis 
constrangimentos da sua aplicação num protótipo pré-industrial e necessidade de ser 
manipulado por pessoal não familiarizado com o projeto e sem formação científica. Na 
Figura 3.12 é apresentado à esquerda uma representação esquemática da estrutura 
microfluídica utilizada anteriormente. A amarelo está representado o PDMS utilizado 
para selar a estrutura de canais (cinzento), estrutura efetuada recorrendo a moldes de 
SU-8. Na imagem da direita é possível ver uma estrutura microfluídica real, todo o 
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PDMS da estrutura é transparente, os canais tem 300 x 20 m de largura e altura 
respetivamente, onde foram inseridos tubos de inox nos orifícios de entrada para 
conferir acesso aos canais, de modo a que um seja o de entrada e o outro de saída de 
líquido. Para aquisição de luz, o canal a ser utilizado é orientado com o detetor, de 
modo a estar exatamente por cima do mesmo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.12 – Desenho ilustrativo da composição e formato da estrutura microfluídica utilizada no projeto 
Otasens e imagem real do mesmo. 
O primeiro desenvolvimento tendo em vista a facilidade de uso e robustez da 
estrutura microfluídica a utilizar, foi efetuado alterando o material de produção de 
PDMS para acrílico de modo a que a ligação da parte de fluídica se tornasse mais fácil 
para o utilizador. Sabendo de antemão a necessidade de se verificar quimicamente a 
reação de adsorção de OTA-BSA e consequentes passos do imunoensaio ocorrem de 
forma análoga nesta superfície. 
Construiu-se um invólucro que permitisse a introdução da estrutura microfluídica e 
por meio de pressão entre esta e um o-ring, localizado na base do equipamento, se 
garantisse que o sistema ficasse estanque permitindo passagem de líquido e sem 
possíveis entradas de ar, Figura 3.13. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.13 – Esquema ilustrativo do mecanismo de pressão para fixar a estrutura microfluídica e 
conectar ao sistema de fluídica. 
A introdução da estrutura microfluídica na peça representada na figura anterior 
permite que através da pressão exercida quando o mecanismo passa da sua forma 
apresentada à esquerda para a apresentada á direita, exista uma selagem do sistema 
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devido à força realizada pela parte superior da peça na estrutura microfluídica contra o 
o-ring da base. 
Como descrito anteriormente, a nova estrutura microfluídica deve ser simétrica, de 
maneira que se realize primeiro o ensaio para o canal de referência e que após 
rotação de 180 graus, se consiga fazer o ensaio para a amostra sem que para isso 
nada que esteja na base onde assenta a estrutura microfluídica tenha que ser 
alterado. A primeira estrutura em PMMA é criada tendo em conta as considerações 
anteriores e é apresentada na Figura 3.14, onde também é apresentada a primeira 
versão exterior do equipamento. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.14 – Primeira versão da estrutura microfluídica e do equipamento. 
A estrutura microfluídica apresentada na figura é feita em duas camadas de 2 mm 
cada, de acrílico transparente, a inferior contendo os canais e furos de saída do 
líquido, e a superior contendo o orifício de entrada de líquido e conexões para auxiliar 
ao processo de funcionalização da estrutura (introdução dos diversos reagentes 
necessário à modificação da superfície). A maquinação do acrílico foi realizada 
recorrendo a um centro de maquinação computorizada com fresa e broca de 1 mm de 
diâmetro.  
Após alguns testes, verificou-se que a conceção apresentada na Figura 3.14, não 
funcionava adequadamente. A peça que realiza pressão, montada diretamente na 
parte impressa em PLA, faz com que seja mais difícil acertar com a força necessária 
para vedar a estrutura microfluídica ao sistema, ao mesmo tempo que apresentou 
bastantes zonas de entrada de luz, permitindo que luz chegue ao detetor e assim 
mascarar o sinal ótico proveniente da reação de quimioluminescência. Uma nova caixa 
exterior foi redesenhada, de modo a ter o mecanismo de pressão separado da caixa 
exterior. 
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Figura 3.15 – Segunda versão do protótipo. 
 
A segunda versão do equipamento, ilustrada na Figura 3.15, não correu como 
esperado, continuando a permitir a entrada de luz residual para o detetor e para além 
disso contêm um erro de conceção. Verificou-se que entre cada passo de introdução 
de novas soluções é necessário aliviar a pressão e abrir a caixa, este mecanismo faz 
com que saia líquido entre a estrutura microfluídica e o o-ring, ao mesmo tempo que 
desgasta o mecanismo devido à constante abertura e fecho do mesmo, pelo menos 6 
vezes para cada ensaio. 
Um novo equipamento (Figura 3.16) foi conceptualizado e construído eliminando-se 
zonas de contacto entre a estrutura de pressão e o equipamento, de modo a prevenir 
a entrada de luz exterior. O sistema de pressão foi alterado, bem como o tipo de 
entrada para a estrutura microfluídica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figura 3.16 – Ilustração da terceira versão do protótipo, e exemplificação do mecanismo de pressão 
desenvolvido para esta versão. 
 
O método de introdução do chip foi alterado, nesta fase o chip é introduzido na 
ranhura do equipamento, com a patilha de pressão levantada, quando o utilizador 
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baixa a patilha representada em cor roxa na Figura 3.16, um veio descentrado faz 
pressão na estrutura microfluídica, na direção do o-ring. 
A estrutura microfluídica para esta versão também foi alterada, a placa superior 
deixou de ser em acrílico cristal para ser de acrílico preto, mais uma vez para 
minimizar a entrada de luz exterior.  
A nova configuração Figura 3.17 permite que a estrutura microfluídica seja 
introduzida no equipamento e esteja sempre sobre pressão contra o o-ring, enquanto a 
alavanca está para baixo, possibilitando a introdução de soluções durante o ensaio 
sem a necessidade de remover o chip, colmatando assim o lapso verificado na versão 
anterior. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.17 – Versão nº 3 do protótipo, com as respetivos estruturas microfluídicas. 
 
Após vários ensaios, alterando tempos de imobilização e fluxo, os resultados 
obtidos não foram satisfatórios, uma vez que como se apresenta na Figura 3.18 não 
se conseguiram obter diferenças significativas em quimioluminescência entre um canal 
modificado com ou sem antigénio (OTA-BSA vs. BSA), verificando-se um valor 
elevado de adsorção não especifica do anticorpo.  
Na superfície de PDMS este efeito não era observado, com base nos resultados 
obtidos no projeto Otasens, podendo-se justificar por duas razões: 
1º- Material dos canais, a mudança de PDMS para acrílico pode afetar a cinética de 
adsorção do antigénio. 
2º- Mudança de dimensão dos canais. Inicialmente os canais tinham 300 x 20 m 
(largura x altura) e com a mudança para PMMA ficaram com 1000 x 200 m, estes 
com área superficial muito superior, sensivelmente 33x. 
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Figura 3.18 – Representação gráfica da quimioluminescência apresentada num imunoensaio efetuado 
em acrílico com antigénio (OTA-BSA, preto) e na ausência de antigénio mas bloqueado com BSA 
(vermelho), demonstrando que quase todo o sinal é proveniente de adsorção não específica do anticorpo. 
A diferença existente entre o tempo de emissão de quimioluminescência na Figura 
3.18 entre os dois ensaios referentes a cada canal é devida a diferenças na 
quantidade de luminol, proveniente de erro experimental. 
A elevada adsorção não especifica apresentada na superfície de acrílico, fez com 
que se optasse pelo PDMS, como material de eleição para a contrução dos canais, 
contudo o tamanho destes não foram mantidos devido à dificuldade de implementar 
um sistema de bomba peristáltica para manter os fluxos necessários para a 
imobilização em canais de tão reduzida dimensão. Alterou-se de 300 x 20 para 200 x 
100 m (largura x altura). 
De destacar que esta versão da estrutura microfluídica é uma versão mista 
contendo componentes em PMMA que lhe conferem robustez e componentes em 
PDMS, onde ocorre processo referente ao imunoensaio. 
Desenhou-se a estrutura de canais pretendida, Figura 3.19, e solicitou-se aos 
nossos parceiros no desenvolvimento do protótipo (INESC-MN) um molde em SU-8 
com a estrutura de canais pretendida, de modo a ser usada como molde para 
fabricação de várias estruturas microfluídicas de teste, a estrutura dos canais é 
representada na figura seguinte. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.19 – Estrutura de canais efetuada para testar imunoensaios em PDMS. 
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O uso de canais (200 x 100 m) em serpentina explica-se por um aumento da área 
na zona do detetor, aumentando assim o sinal de quimioluminescência em 
comparação com canais direitos com a mesma largura e altura. A estrutura de PDMS 
com os canais foi selada com uma película de PDMS e este conjunto selado a uma 
estrutura de acrílico garantindo assim que todo o canal onde é realizado o 
imunoensaio é constituído pelo mesmo material (PDMS) e um material rígido de 
suporte para a conexão com o sistema de fluídica. 
O PDMS e acrílico foram selados utilizando uma metodologia reportada na 
literatura[26][27] para união entre acrílico e compostos terminados em silanos e entre 
grupos silanos e PDMS. Na Figura 3.20 encontra-se apresentado de forma 
esquemática, o processo seguido para esta modificação e a respetiva estrutura 
microfluídica construída na Figura 3.21. 
 
Figura 3.20 – Processo esquematizado para a modificação das superfícies de PMMA e PDMS para 
ligação covalente. 
A metodologia utilizada para união de acrílico e PDMS consiste na exposição de 
ambas as superfícies a um tratamento de corona (plasma). No processo de tratamento 
com corona ocorre uma descarga de alta voltagem, os eletrões livres presentes no ar 
são acelerados colidindo entre si e ionizando-se a gás (plasma), este processo na 
presença de uma determinada superfície, promove o impacto dos eletrões acelerados 
com a superfície, estes tem energia superiores às necessárias para quebrar as 
ligações moleculares em maior parte dos substratos. A quebra de ligações 
moleculares promove a formação de radicais livres na superfície do substrato bastante 
reativos que reagem rapidamente com o oxigénio formando vários grupos funcionais. 
O aumento da energia superficial promove a ligação química entre materiais que 
contêm oxigénio na sua estrutura e quando tratados por esta técnica. 
A estrutura microfluídica resultante da última interação é apresentada na Figura 
3.21. 
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Figura 3.21 – Estrutura microfluídica em acrílico, com área da reação do imunoensaio em PDMS. 
A nova estrutura microfluídica contempla um reservatório para as soluções 
utilizadas, de maneira que as mesmas se mantenham dentro da estrutura descartável, 
não sendo necessário existir contacto de líquido com a bomba e consequente entrada 
de soluções para o interior do equipamento onde se localiza a bomba. 
De modo a despistar o problema obtido com a adsorção não especifica, foram 
efetuados três ensaios distintos, Figura 3.22, dois onde os canais são modificados 
com antigénio (OTA-BSA) e um terceiro bloqueado com BSA, nos dois primeiros fez 
se variar a concentração de OTA, no primeiro canal usou-se solução não 
contaminada, enquanto que no segundo solução contaminada com 10 ng/mL de OTA. 
O ensaio no terceiro canal permitiu verificar que a quantidade adsorvida não 
especificamente se reduziu drasticamente em comparação com o obtido em acrílico, 
possibilitando assim a distinção entre a referência e os 10 ng/mL de OTA.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.22 – Representação gráfica da aquisição de sinal ótico com o tempo no imunoensaio realizado 
na superfície de PDMS. 
Apesar de ainda se verificar a existência de sinal proveniente de adsorção não 
especifica, nesta fase, espera-se que com otimização do sistema este valor decresça 
substancialmente. De frisar que este ensaio foi efetuado com a caixa tapada, de modo 
a não entrar luz exterior, a luz entra pela superfície de chip que fica no exterior do 
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equipamento e deve conseguir entrar pela placa de PMMA de baixo que é 
transparente. 
A fabricação de um elevado número de estruturas microfluídicas, de modo a efetuar 
todos os ensaios de otimização do sistema demonstrou ser bastante difícil de realizar, 
a ligação das 3 placas de PMMA de forma eficiente é bastante complexa e a ligação 
entre o PDMS e o acrílico mostrou ser eficiente mas bastante trabalhosa. 
Na tentativa de conseguir um protótipo isolado da luz, e de simplificar o chip 
alterou-se o método de introdução do mesmo no equipamento. O chip foi simplificado 
utilizando-se somente os canais de PDMS selados a uma camada fina de PDMS, e 
ambos selados a uma peça de acrílico com 2 mm de espessura. Na Figura 3.23 está 
ilustrado a quarta versão do equipamento na imagem central, o sistema de pressão na 
parte direita da imagem e a nova versão da estrutura microfluídica na parte inferior da 
imagem. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.23 – Versão 4 do protótipo, chip de microfluídica e respetivo sistema de pressão. 
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Nesta versão o ensaio é realizado segundo a seguinte sequência: 
 
1. Introdução da estrutura microfluídica na cavidade existente para o efeito. 
2. Fazer deslizar a peça que se vai sobrepor ao chip, e rodar o manípulo no 
sentido dos ponteiros do relógio até bloquear. 
3. Introduzir a ponta da pipeta previamente cheia com o liquido pedido pelo 
software no orifício existente no chip, (este passo é feito 3 vezes). 
4. Retirar a estrutura microfluídica, rodá-la 180º e repetir tudo para o segundo 
canal. 
 
Este sistema foi submetido a ensaios fora do laboratório, não com o objetivo de 
validar resultados obtidos, mas sim com o objetivo de perceber a interação entre os 
possíveis utilizadores e o protótipo procurando assim ver se o mesmo é de fácil uso 
para pessoas externas ao projeto. 
Com o auxílio deste tipo de interações foi possível apercebermo-nos que o uso da 
micropipeta da forma que estava pensada, induzia os utilizadores em erro. Utilizadores 
experientes pipetavam o líquido para dentro do canal, sendo o objetivo deixar a ponta 
com o líquido presa no chip, utilizadores pouco experientes não tinham conhecimento 
de como a usar, não diferenciando os dois níveis de pressão existentes na mesma. 
Para colmatar este problema, sentiu-se a necessidade de alterar o chip, de modo a 
que a micropipeta seja utilizada somente com a função que tem, medir quantidades 
certas de líquido e transferi-los para o sítio pretendido. Para isso construiu-se um chip, 
com cavidades onde o líquido é introduzido com o auxílio da micropipeta de volume 
fixo. 
Uma das grandes razões para o uso de camada inferior da estrutura microfluídica 
em acrílico, era garantir que existia uma boa união entre o o-ring da base e a 
superfície de acrílico, garantindo assim um controlo eficiente do fluxo de líquido. 
Contudo depois de verificar a dificuldade de produção associada ao uso do acrílico, foi 
desenvolvida uma maneira de selar o chip e microfluídica utilizando a elasticidade 
inerente ao PDMS. Ilustrado na Figura 3.24. 
 
 
Figura 3.24 – Ilustração da base utilizada para selar as estruturas microfluídicas de acrílico (esquerda) e 
da usada para selar as estruturas microfluídicas de PDMS (direita). 
A evolução passou de uma base do equipamento com um o-ring, onde era 
pressionada uma superfície rígida (acrílico) selando o sistema de fluídica e a estrutura 
microfluídica (imagem da esquerda Figura 3.24), para uma cavidade cónica onde a 
superfície maleável de PDMS é pressionada moldando-se à base, permitindo assim 
que o sistema fique estanque (imagem da direita Figura 3.24). 
A estrutura microfluídica em PDMS é constituído por 3 camadas, Figura 3.25, uma 
superior com os reservatórios de depósito de líquido, a intermédia com os canais em 
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relevo negativo e uma inferior com os orifícios respetivos para a ligação ao sistema de 
fluídica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.25 – Ilustração e medidas em milímetros dos constituintes do chip final de microfluídica em 
PDMS, da esquerda para a direita é apresentada a estrutura referente ao chip visto da base até ao topo. 
 
O fabrico do chip final utilizado no protótipo requer a preparação das 3 camadas 
que o compõem em separado e mais um passo de união de todas as camadas. As 
ilustrações seguintes mostram o processo de fabrico de cada camada, começando 
pela camada representada à esquerda na Figura 3.25, que representa a base do chip, 
seguido da camada com os canais e da camada superior do chip que é apresentada à 
direita da mesma figura. 
Os moldes efetuados à exceção do molde em silício com os canais em SU-8, foram 
feitos no laboratório, em acrílico e recorrendo ao centro de maquinação 
computorizado.  
 
Base inferior do chip. 
A Figura 3.26 esquematiza o procedimento de fabrico da camada da base, 
começando por demonstrar o molde utilizado para o fabrico das peças, no qual é 
efetuado o enchimento com PDMS e curado durante 60 minutos a 75ºC, depois de 
desenformado, recorrendo a uma peça de PMMA com o tamanho do chip, procede-se 
ao corte e furação do PDMS como pretendido. Este molde garante que a distância 
entre os canais e o detetor é sempre a mesma, crucial para a reprodutibilidade do 
sistema, pois a altura da peça é fixa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.26 – Ilustração esquemática do fabrico da camada da base da estrutura microfluídica. 
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Camada intermédia, canais. 
Um molde de silício com os canais em relevo em SU-8 com 200 m de largura e 
100 m de altura é colocado numa caixa de petri e preenchido com PDMS, após cura 
é retirada a parte de PDMS que tapa os canais, como ilustrado na Figura 3.27. Após o 
molde estar preparado, é vertido 1 grama de PDMS em cima da área dos canais e o 
molde é deixado em repouso, numa superfície horizontal, de modo a que todo o 
silicone se distribua de forma uniforme, a cura é de 60 minutos a 75ºC. A camada de 
PDMS depois de curada, é retirada do molde, cortada e são feitos os furos 
necessários com o auxílio da peça de PMMA previamente preparada para o efeito.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.27 – Ilustração esquemática do fabrico da camada com canais do chip de microfluídica. 
Base superior da estrutura microfluídica, PDMS preto. 
O processo de fabrico é ilustrado na Figura 3.28. Os moldes foram construídos de 
modo a que a introdução de pontas de pipetas nos buracos deixados nos moldes para 
o efeito, criasse um cone no modelo que irá servir como reservatório de líquidos. O 
molde é atestado com PDMS preto, preparado de igual forma aos anteriores mas 
adicionando 50 L por grama de tinta-da-china. O tempo de cura passou de 60 
minutos para 90 minutos a 75ºC. Após a cura efetuada retira-se o PDMS do molde e 
corta-se à medida com auxílio de uma peça para o efeito. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.28 – Ilustração esquemática fabrico da camada negra do chip (camada superior) de 
microfluídica. 
Após o fabrico de todos os constituintes do chip em separado, a união das várias 
camadas é efetuada recorrendo ao uso de um equipamento de tratamento por corona, 
este equipamento aplica descargas elétricas na superfície do PDMS modificando a 
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sua superfície e permitindo que o mesmo ligue covalentemente a outra camada de 
PDMS de forma irreversível. É aplicado tratamento de corona nas camadas da base e 
dos canais, durante aproximadamente 40 segundos, a camada dos canais é selada 
em cima da base e exposta novamente à técnica de corona durante 40 segundos. 
Desta feita a camada superior é selada contra a camada do meio e o chip é posto na 
estufa a 75ºC durante 10 minutos de modo a estabilizar as ligações efetuadas e tornar 
a ligação entre as várias camadas de PDMS irreversível, a ordem das operações é 
ilustrada na Figura 3.29. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.29 – Montagem das várias camadas do chip para a formação do chip final. 
 
Na Figura 3.30 encontra-se finalmente representado a versão final do protótipo 
construído com a respetiva identificação de todos os elementos que o compõem.  
 
 
Figura 3.30 – Protótipo final desenvolvido ao longo do projeto Demotox. 
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3.4.4. Placa eletrónica de controlo 
 
A placa eletrónica utilizada para controlar os sensores óticos no projeto Otasens é 
ilustrada na Figura 3.31.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.31 – Placa eletrónica proveniente do Otasens. 
O intuito de desenvolver um equipamento sem visor e com uma aplicação para ser 
utilizada num tablet que acompanha o equipamento ou com a possibilidade de ser 
utilizado por qualquer dispositivo android para controlar o equipamento fez com que a 
primeira versão da placa eletrónica do Demotox incluísse um módulo bluetooth de 
modo a garantir a comunicação entre o dispositivo e o que o controla. 
A primeira placa, Figura 3.32, foi desenvolvida tendo em conta a sua ligação a um 
módulo bluetooth existente no mercado, escudo bluetooth, acoplado a um Arduino® 
Uno. Esta versão teve como finalidade realizar um teste rápido do conceito entre os 
vários módulos que o compõem. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.32 – Fotografia ilustrativa da 1ª versão da placa desenvolvida para o Demotox em diferentes 
vistas. O diagrama esquemático e imagem 3D referente a esta versão encontra-se na seção anexos 
(Anexos 1 a 3). 
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A 1ª versão da placa eletrónica desenvolvida controla os seguintes periféricos: 
• 1 Bomba piezoelétrica 
• 2 Detetores óticos 
A placa recolhe o sinal de saída analógico dos detetores óticos em 4 canais 
distintos, dois deles recebem o sinal analógico direto e outros dois efetuam a 
integração analógica do sinal em função do tempo, deste modo é possível utilizar os 
dois tipos de aquisição de sinal para cada detetor. O controlo do tempo de integração 
é efetuado via programação do microprocessador. 
Na versão seguinte, ilustrada na Figura 3.33, efetuou-se a compilação de todos os 
constituintes da versão anterior numa placa só. Nesta versão também se alterou o 
circuito de controlo e aquisição de sinal dos detetores bem como se incluiu um 
microprocessador Atmega 328p, um módulo bluethooth, módulo de alimentação, porta 
usb para permitir modificações no firmware e um módulo de controlo da bomba 
piezoelétrica. 
 
Figura 3.33 – Fotografia ilustrativa da 2ª versão da placa desenvolvida para o Demotox em diferentes 
vistas. O diagrama esquemático e imagem 3D referente a esta versão encontra-se na seção anexos 
(Anexos 4 a 7). 
A última versão da placa de circuito impresso, Figura 3.34, foi produzida de modo a 
permitir determinadas mudanças: 
• Inclusão de 3 LEDs controlados pelo microprocessador. Um para indicar se o 
equipamento está ligado ou desligado (cor vermelha), outro para indicar se o 
equipamento está ocupado a realizar alguma operação (verde) e outro para informar a 
conetividade bluetooth (azul) foi estabelecida. 
• Inclusão de botão de equipamento ligado/desligado. 
• Separação do circuito responsável pela aquisição de dados, da placa mãe de 
controlo, de modo a obter medidas com menos interferências elétricas. 
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Figura 3.34 – Fotografia ilustrativa da 3ª versão da placa desenvolvida para o Demotox (a) e fotografia da 
placa de aquisição de dados (b). Os respectivos diagramas esquemáticos e imagens 3D referentes a esta 
versão encontram-se na seção anexos (Anexos 8 a 11). 
 
Para a aquisição do sinal dos detetores óticos é necessário um circuito de 
transimpedância com grande amplificação de sinal, neste caso de 1 Giga, o que faz 
com que exista uma grande suscetibilidade do sinal a ruído elétrico, por este motivo é 
que se decidiu separar o circuito de aquisição ótica dos restantes circuitos. De modo a 
minimizar também interferentes externos, o interior do equipamento foi pintado com 
uma tinta condutora de modo simular o efeito de uma caixa de faraday. 
 
3.4.5. Firmware de controlo e de interpretação de dados 
 
O desenvolvimento do firmware de controlo efetuou-se recorrendo ao Ambiente 
Integrado do Desenvolvimento (IDE, Integrated Development Environment) já existente 
para o microcontrolador de Arduíno.  
O Arduino é uma plataforma de hardware livre, projetado com um microcontrolador 
Atmel AVR. É uma placa de código aberto baseado num circuito com pinos de 
entradas/saídas (I/O) simples, micro controlada e desenvolvida sobre uma biblioteca 
que simplifica a escrita da programação em C/C++. A linguagem do Arduino usa uma 
syntax em java, mas o código fonte e respetivas bibliotecas são escritas numa versão 
de C/C++.  
Um ficheiro em arduino e respetivo código pode ser decomposto em cinco 
elementos principais: 
- As bibliotecas, que vêm no início do programa, e onde são incluídas todas as 
bibliotecas as quais são normalmente constituídas por funções pré-feitas por outros 
programadores ou até mesmo pelos criadores da plataforma Arduino. 
a) 
b) 
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- As Variáveis, as quais são definidas após as livrarias, servindo para guardar 
informações, como por exemplo o valor de uma velocidade, o resultado de um cálculo. 
- As funções, dizem respeito a funções criadas pelo programador e não às 
incluídas nas bibliotecas 
- void setup(), Esta função apenas é executada uma vez e é normalmente utilizada 
para executar a inicialização de variáveis, a inicialização da utilização bibliotecas, a 
definição dos pinos (como input ou output), o início do uso de comunicação série, 
entre outros.  
- void loop(), Esta função faz um “loop” sucessivo (como o próprio nome indica), ou 
seja, todos os comandos existentes no interior desta função são sucessivamente 
repetidos, o que pode permitir a leitura sucessiva de portas, a leitura sucessiva de 
parâmetros provenientes de sensores externos e atuar de acordo com as condições 
estabelecidas, entre muitas outras aplicações. 
As funções “void setup()”e “void loop()” são de carácter obrigatório, ou seja, mesmo 
que não seja necessária a sua utilização deverão constar no código utilizado. E 
apenas serão chamadas funções externas que constem na função “void loop()”. 
Os microcontroladores utilizados até ao momento, nos modelos disponíveis da 
plataforma de desenvolvimento Arduino, possuem conversores A/D com 10 bits de 
resolução (informação retirada do datasheet dos respectivos microcontroladores), ou 
seja, uma entrada analógica cujo valor varia entre 0 V e 5 V, terá a sua 
correspondência em binário a valores entre 0 (0000000000) e 1023 (1111111111) 
respetivamente. O que permite atingir resoluções, na ordem dos 5 mV. 
O controlo do equipamento desenvolvido é realizado por recurso a dois módulos 
distintos de software que comunicam entre si: um firmware que corre no 
microcontrolador presente na placa mãe e um módulo escrito em java que corre no 
dispositivo android de controlo. 
Apenas o primeiro módulo foi escrito no âmbito deste doutoramento tendo sido a 
aplicação em android efetuada recorrendo a um programador externo, subcontratado. 
Assim sendo os detalhes relativos ao software serão dados apenas referentes ao 
primeiro módulo. 
Apresenta-se ilustrado na Figura 3.35 o fluxograma relacionado ao firmware acima 
mencionado.  
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Figura 3.35 – Fluxograma ilustrativo do funcionamento do programa desenvolvido de modo a efetuar a aquisição de sinal. 
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O programa começa com as declarações das bibliotecas, variáveis e constantes 
que serão utilizadas. Inicialmente o programa foi pensado somente para ter um 
percurso, esquematizado pelo seguimento do numero 1 da Figura 3.35, contudo com a 
experiência adquirida na elaboração de ensaios no laboratório, verificou-se a 
necessidade de ter um menu de escolha para somente realizar o ensaio de 
quimioluminescência, de modo a poder ter ensaios preparados exteriormente ao 
equipamento mas analisados no mesmo, ou mesmo para repetir somente a aquisição 
de luz devido a algum problema no primeiro ensaio.  
O menu criado para dar a possibilidade abordada anteriormente entre proceder ao 
ensaio completo ou somente a aquisição de quimioluminescência é apresentado na 
Figura 3.36.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.36 – Ilustração da rotina menu, que é apresentada na versão do programa com o computador 
como interface. 
Antes e após cada ensaio este menu aparece no visor de modo ao utilizador 
escolher que tipo de ensaio pretende realizar. Existe uma rotina (void loop ()) que está 
constantemente a analisar o número que o utilizador seleciona e faz com que o código 
tome a decisão de seguir um ou outro percurso. 
Escolhendo a opção 1, o programa corre o ensaio por completo, contemplando 
todos os passos, imobilização de anticorpo, lavagem e aquisição de luz para ambos os 
canais. Nesta escolha, o programa efetua a rotina “calibração” referente ao canal de 
referência, seguido da rotina “medida” referente ao canal de amostra. As duas rotinas 
são praticamente iguais, na figura seguinte é apresentado somente a rotina 
“calibração”. 
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Figura 3.37 – Ilustração da rotina calibração. 
Na Figura 3.37 é apresentada a rotina de calibração que é idêntica à rotina 
“medida”, funciona da seguinte forma, informa a quantidade de liquido a introduzir e 
espera um ok (entrada de qualquer carater) da parte do utilizador, após o ok acende o 
led do equipamento para informar que algo está em curso, liga a bomba durante 10 
segundos e chama a rotina “bomba”, ilustrada na Figura 3.38 que permite fazer a 
imobilização da mistura de anticorpo e analíto (SUA) de modo mais lento. 
 
Figura 3.38 – Esquema da rotina de controlo da bomba para a imobilização da SUA. 
A rotina “bomba” faz 40 ciclos de 4.25 segundos ligado a velocidade baixa (25) e 4 
segundos desligada, perfazendo um total de tempo de 330 s. Finalizados os 40 ciclos 
liga a bomba a velocidade máxima durante 20s de modo a garantir que toda a solução 
de SUA passe pelo canal e que o mesmo fique vazio, terminado a rotina “bomba”, 
volta para a que lhe deu origem e apresenta uma mensagem ao utilizador para 
introduzir a solução de lavagem e aguarda um ok. Liga a bomba durante 75 segundos, 
informa no visor o passo em que está e volta a pedir novo comando ao utilizador, para 
introduzir a solução do passo de aquisição de luz, e aguarda comando, Figura 3.39. 
Com o ok após a introdução de líquido o programa é direcionado para a rotina “aquire” 
onde é feita a medição de luz. 
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Figura 3.39 – Rotina de aquisição de luz. 
Ilustrado na figura anterior, a rotina de aquisição de luz ocorre da seguinte forma: 
as variáveis são postas a zero e efetuam-se 27 ciclos de 5 segundos, em cada um 
deles o código analisa o valor e compara com o anterior e guarda o mais alto, ao 
mesmo tempo que manda todos os valores para o visor possibilitando o uso dos 
mesmos com recurso a uma folha de cálculo, no final do ensaio é apresentada a maior 
média obtida em intervalos de 5 segundos. A aquisição fazendo média dos 50 pontos 
(5s) tem como finalidade eliminar possíveis interferências sem sentido existentes na 
aquisição. O sinal de referência é guardado e segue-se a rotina que efetua o canal da 
amostra que em tudo é igual à de referência guardando o sinal da amostra. 
Após guardados os dois sinais obtidos, o código faz o cálculo do valor a apresentar, 
verifica-se a razão entre o sinal de referência e da amostra está acima ou abaixo de 
75% (este valor sofreu alterações com a otimização de resultados e dependendo do 
ensaio pretendido) e apresenta a contaminação ou não contaminação da amostra em 
causa, Figura 3.40. 
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Figura 3.40 – Caso 1 do menu onde se verifica a fórmula de cálculo para a possível contaminação. 
 
O programa de aquisição construído e descrito anteriormente permitiu todo o 
desenvolvimento da parte de ensaio em laboratório e a sua integração com a 
aplicação android desenvolvida por um programador externo permitindo obter uma 
plataforma simples e intuitiva para o utilizador. Em seguida, Figura 3.41, são 
apresentadas as imagens do visor captadas no tablet após o desenvolvimento 
completo de modo a dar a perceção ao leitor do processo envolvido na realização de 
um ensaio. 
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Figura 3.41 – Interface final entre o utilizador e o protótipo final do projeto Demotox. 
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3.4.6. Reformulação do formato do imunoensaio 
 
O ensaio original proveniente do projeto Otasens, como mencionado na introdução, 
consiste num imunoensaio competitivo indireto em solução, onde a superfície de 
PDMS é modificada através de adsorção física com OTA-BSA e as moléculas de 
analíto (OTA) em solução competem com as moléculas de OTA imobilizada na 
superfície do canal pelo anticorpo (anti-OTA). 
Uma maior concentração de OTA na amostra leva a que exista menor quantidade 
de anti-OTA livre para se ligar à OTA imobilizada à superfície, com consequente 
decréscimo de ligação do anticorpo secundário à anti-OTA verificando-se também 
decréscimo de sinal ótico. 
Os tempos de ensaio reportado no final do projeto anterior são reportados na 
seguinte tabela: 
Tabela 3.4 – Tabela ilustrativa do tempo despendido em cada passo do imunoensaio no Otasens.  
Passo Tempo 
(min) 
Notas 
Incubação de Amostra com 
anti-OTA IgG (SUA) 
180 
Incubação prévia, não será contabilizada 
como tempo de ensaio 
Imobilização OTA-BSA 10 Superfície modificada antes da entrega ao 
cliente, não conta tempo de ensaio Lavagem 3 
Fluxo de SUA 15 
Tempo total ensaio de 33 minutos 
Lavagem 3 
Fluxo de Anti-Rabbit IgG HRP 10 
Lavagem 3 
Fluxo de Luminol 2 
 
Apesar do tempo de incubação entre a amostra e o anticorpo não contar para o 
tempo de ensaio, é necessário a preparação da mistura 3 horas antes de ser efetuado 
o ensaio, o que representa uma grande desvantagem quando se pretende um 
dispositivo de resposta rápida. 
Tendo em vista o desenvolvimento de um protótipo comercial, um dos desafios 
apresentados é a diminuição do tempo de ensaio e de rapidez de resposta. Com 
tempo de resposta de 33 minutos e preparação prévia de 3 horas limita-se o mercado 
de interesse, apresentando uma solução viável para determinadas operações que não 
tem como tempo de análise o principal facto de escolha, mas exclui-se os possíveis 
interessados que pretendem uma resposta rápida de modo a por exemplo aceitar ou 
devolver determinada matéria-prima.   
Com o intuito de acrescentar valor ao produto, efetuaram-se mudanças no tipo de 
ensaio de modo a que o tempo de ensaio fosse reduzido. 
A principal mudança envolveu o uso de um anticorpo contra a OTA já marcado com 
HRP, deste modo passou-se de um imunoensaio competitivo indireto para um ensaio 
competitivo direto com o antigénio imobilizado. Eliminando o passo de imobilização de 
anticorpo secundário, observando-se diretamente um decréscimo de 13 minutos no 
total de ensaio. O anticorpo primário marcado serviu como substrato para a reação 
com luminol e consequente aquisição de luz.  
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Na Figura 3.42 apresenta-se uma imagem ilustrativa do desenvolvimento efetuado 
a nível de imunoensaio entre o Otasens e o Demotox. 
 
No ensaio proveniente do Otasens ficou reportado o uso de 3 horas como tempo de 
incubação, não tendo encontrado nenhuma explicação para o fato, a verdade é que 
após estudo do imunoensaio desenvolvido neste projeto com o anti-OTA-HRP foi 
avaliado o tempo de incubação necessário para a obtenção de bons resultados 
verificando-se que a reação é instantânea bastando o tempo de preparação dos 
reagentes para a obtenção de resultados estáveis.  
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Figura 3.42 – Representação esquemática funcionamento do imunoensaio inicial e do desenvolvido ao longo deste projeto. 
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3.4.7. Otimização do imunoensaio miniaturizado 
  
Devido ao elevado número de ensaios e estruturas microfluídicas necessárias para 
a realização do estudo sistemático de otimização do imunoensaio miniaturizado, 
optou-se por realizar os mesmos numa estrutura microfluídica e num sistema de 
deteção um pouco distinto do apresentado anteriormente.  
A estrutura microfluídica, foi construída em PDMS com exatamente as mesmas 
dimensões dos canais, que a desenvolvida anteriormente, mas contem 13 canais 
independentes o que nos permite realizar seis ensaios na mesma estrutura e ter um 
suplente para uma eventualidade de necessidade de repetição. O sistema ótico de 
aquisição é exatamente o mesmo que anteriormente, existindo apenas a necessidade 
de recorrer a uma peça diferente de encaixe do detetor ótico e da nova estrutura 
microfluídica. O software de aquisição de dados e tratamento não sofreu qualquer 
modificação.  
Na Figura 3.43 estão identificados os componentes e sua disposição espacial para 
a realização destes estudos de otimização. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.43 -  Estrutura de suporte para aquisição ótica utilizada ao longo da otimização do sistema, 
estrutura de PDMS com 13 canais e uma representação gráfica ilustrativa da resposta em função da 
contaminação. 
 
O microcanal em uso é alinhado com o fotodíodo, deslizando a estrutura de PDMS 
contendo os canais (13 canais) através do suporte impresso em 3D que contem o 
fotodíodo embutido e que por sua vez está ligado à placa do microcontrolador. A placa 
está ligada a um computador e utilizou-se a interface do Arduino ™ para recolher as 
medições da tensão de saída (taxa de atualização de 0.1 s). Os resultados mostrados 
no lado esquerdo (Figura 3.43) foram medidos fazendo fluir o luminol com um caudal 
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de 10 μl/min após a realização de dois imunoensaios utilizando uma solução contendo 
0 ng/mL de OTA (referência) e outra contendo 2 ng/mL de OTA em tampão PBS. As 
medições foram realizadas com a estrutura contida dentro de uma caixa metálica 
fechada (gaiola de Faraday), para reduzir a interferência eletromagnética externa. 
Com o objetivo de otimizar o desempenho do imunoensaio para a deteção rápida, 
com maior economia de reagentes e sem comprometer a sensibilidade do ensaio, os 
passos de adsorção OTA-BSA e de incubação da amostra em análise foram 
sistematicamente analisados.  
Para cada um destes passos as variáveis mais importantes são: a concentração da 
solução, o tempo de incubação (o tempo durante o qual as soluções são 
continuamente bombeadas através do microcanal) e o caudal (rapidez com que a 
solução é reabastecida com novas moléculas). 
 A otimização foi realizada de modo que um compromisso entre o valor mínimo para 
cada um dos parâmetros e o valor mínimo para a razão entre o sinal de referência e 
de 10 ng/mL de OTA fosse atingido. Além disso, esta relação deve ser obtida a partir 
de medições de tensão11 sensivelmente acima do limiar de ruído. Para cada condição, 
foram realizados ensaios simultaneamente em dois microcanais independentes, um de 
referência (sem OTA) e outro com a “amostra” contaminada com 10 ng/mL de OTA. 
O processo de otimização dos parâmetros acima mencionados para o passo de 
OTA-BSA está sumarizado na Figura 3.44. Na Figura 3.44a pode ser visto que o 
aumento das concentrações de OTA-BSA em solução proporciona um aumento da 
cobertura de superfície, com base nas intensidades de quimioluminescência obtidos 
para o canal de referência, em que um patamar é atingido a cerca de 50 μg/mL, 
sugerindo uma cobertura completa da superfície.  
Comportamento idêntico é observado para a solução contendo 10 ng/mL de 
OTA. Esta é a condição de trabalho preferível uma vez que o sistema se torna menos 
sensível a pequenas variações na cobertura de superfície. Assim, com base nesta 
observação e na tendência observada para as razões de sinal, atingindo um mínimo 
no valor de 50 μg/mL, esta condição foi mantida para os restantes ensaios ao longo do 
artigo.  
Curiosamente, os resultados descritos na Figura 3.44b parecem indicar que na 
gama de 1-9 minutos de tempo de incubação, a cobertura de superfície obtida é 
virtualmente constante, o que indica que a adsorção de moléculas de OTA-BSA na 
superfície hidrofóbica de PDMS é um processo relativamente rápido e o equilíbrio é 
atingido em menos de 1 min. Esta observação está de acordo com a alta afinidade de 
BSA para superfícies de PDMS como previamente relatado na literatura[28].Assim, um 
tempo de incubação de 1 min foi fixado para experiências subsequentes, evitando uma 
eventual cobertura incompleta em tempos de incubação mais curtos.  
Finalmente, os resultados obtidos para o aumento de fluxo da solução de 
imobilização estão representados na Figura 3.44c, variando as condições desde 
estáticas (0 μl/min) até 20 μl/min, correspondente a um tempo de residência de 2.1 s, 
mostram um patamar apresentado pelo sinal de referência, indicando uma total 
                                               
11 As correntes geradas pelo fotodiodo em resposta ao sinal ótico proveniente da reação de 
quimioluminescência são convertidas em valores de tensão por um conversor de alta 
impedância. 
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cobertura superficial, que é atingida com 1 min de tempo de incubação, utilizando uma 
taxa de fluxo de 10 μl/min.  
Em resumo, as condições ótimas, como realçado na Figura 3.44 foram uma 
concentração de OTA-BSA de 50 μg/mL, 1 min de tempo de incubação e fluxo de 
10 μl/min. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.44 - Otimização de condições relativas à imobilização de OTA-BSA, concentração (A), o 
tempo de incubação usado para imobilizar o antigénio (OTA-BSA) sobre as paredes dos microcanais 
através adsorção (B) e o fluxo da solução através do microcanal (C). Os valores de sinal relativos são 
calculados dividindo a tensão absoluta obtida no canal com 10 ng/mL de OTA pela tensão absoluta obtida 
para o canal de referência. O fluxo e tempo de incubação em A foram fixados em 3.11 μL/min e 5 min, 
respetivamente. A concentração de OTA-BSA e o caudal em B foram fixados em 50 μ g/mL e 3.11 μl/min, 
respetivamente. A concentração e tempo de incubação de OTA-BSA em C foram fixados em 50 μg/mL e 
1 min, respetivamente. As condições otimizadas finais, destacado em cada representação gráfica com 
uma estrela vazia, foram 50 μg/mL para a concentração, 10 μl/min para o fluxo e 1 min durante o tempo 
de incubação. 
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Um procedimento de otimização semelhante foi seguido para o anticorpo anti-OTA-
HRP. Esta molécula é misturada com a amostra a analisar, SUA, contendo uma certa 
concentração alvo de OTA e flui através do microcanal depois de um passo de 
bloqueio com uma solução contendo 4% de BSA.  
O processo de otimização global está resumido na Figura 3.45. Em primeiro lugar, 
para otimizar a concentração de anticorpo no SUA, foram selecionadas duas 
abordagens diferentes de análise dos dados, representados graficamente nas Figura 
3.45a e Figura 3.45b, respetivamente. A primeira abordagem foi testar o efeito da 
concentração de anticorpos sobre a sensibilidade de deteção de OTA. Isto foi 
conseguido por medição de curvas de calibração utilizando concentrações crescentes 
de anticorpos, cada uma misturada com uma amostra com concentrações crescentes 
OTA em solução tampão PBS, variando entre 0.5 a 100 ng/mL. Estas concentrações 
representam a maioria dos limites regulatórios para vários alimentos e rações de 
acordo com o regulamento da Comissão Europeia 1881/2006.  
Para avaliar com precisão a sensibilidade de cada condição, um limiar de 3 vezes o 
desvio padrão de 12 medições de referência independentes (utilizando 2 μg/ml de anti-
OTA-HRP) foi representada graficamente para definir o limite de deteção (LOD) global 
das medições e da variabilidade intrínseca ao ensaio. Isto implica que a cada 
concentração de anticorpo, a menor concentração detetável de OTA é definida pela 
abcissa do ponto de intersecção entre o limiar de 3 σ e cada uma das curvas. 
Pode ser observado na Figura 3.45a, que enquanto o declive das curvas 
permanece aproximadamente constante, o LOD tende a diminuir com a diminuição da 
concentração de anticorpo, atingindo a sensibilidade abaixo de 0.1 ng/ml de OTA com 
a concentração mais baixa testada de 0.5 μ g/mL de anti-OTA-HRP. Esta observação 
é esperada em ensaios competitivos e foi previamente reportada na 
literatura [29][28]. Uma vez que para uma determinada concentração fixa de OTA, 
quanto maior a concentração do anticorpo na solução, menor é a fração molar de anti -
OTA-HRP ocupado em equilíbrio com OTA livre, implicando um menor sinal relativo da 
referência. No entanto, a concentração do anticorpo que fornece a sensibilidade mais 
alta não é necessariamente a condição ótima, uma vez que uma maior sensibilidade 
compromete simultaneamente os sinais de tensão absolutos obtidos. Isto pode ser 
observado na Figura 3.45b. 
 Verifica-se que ambos os sinais, de referência e 10 ng/mL de OTA, aumentam 
quase linearmente com o aumento da concentração de anticorpo, demonstrando o 
mesmo efeito para as razões entre ambos. Por conseguinte, a fim de proporcionar 
uma sensibilidade suficiente e simultaneamente um largo intervalo linear (cerca de 3 
ordens de magnitude), foi selecionada a concentração de 2 ng/mL. 
O tempo de incubação e o fluxo foram igualmente otimizados tendo em conta a 
imobilização da anti-OTA-HRP, dentro do mesmo intervalo de valores utilizados para a 
OTA-BSA. Curiosamente, verifica-se através da análise da Figura 3.45c uma 
dependência linear entre o tempo de incubação e os sinais obtidos em ambos os 
canais, referência e 10 ng/mL. Duas conclusões podem ser tiradas a partir desta 
observação, em primeiro lugar, o controlo do tempo de incubação para o anticorpo 
primário é crítico para a exatidão e reprodutibilidade. Em segundo lugar, uma vez que 
foi dada uma margem conservadora acima dos valores considerados ruído na 
otimização de concentração de anticorpo, torna-se possível uma redução do tempo de 
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ensaio de 5 para 3 min, tornando possível ter um tempo de análise mais reduzido 
aumentando a concentração de anticorpo sem existir perda de sensibilidade. Devido a 
limitações práticas de manutenção de tempos de incubação ainda mais curtos de 
forma reprodutível, não foi efetuada a posterior diminuição do tempo de incubação 
para além dos 3 minutos.   
Finalmente, a otimização do fluxo foi fixada em 5 μl/min, uma vez que de acordo 
com as representações gráficas da Figura 3.45d, enquanto o sinal da amostra 
contaminada não varia apreciavelmente com o aumento de caudal, atingindo um 
máximo a 5 μl/min. A existência desse valor máximo, à semelhança do que foi 
observado para a OTA-BSA, pode estar relacionado com uma cobertura máxima da 
superfície, contudo neste caso é um pouco diferente uma vez que o sinal máximo é 
um pico, em vez de um patamar e progressivamente diminui para fluxos mais 
elevados. Tal observação pode ser devida a um aumento da erosão dos anticorpos 
imobilizados, derivada de uma mais elevada tensão de cisalhamento a que os 
complexos OTA-BSA-anticorpo-HRP estão expostos em relação a apenas OTA-BSA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.45 - Otimização da concentração de anti-OTA-HRP (a-OTA-HRP) na SUA (A e B), tempo de 
incubação (C) e fluxo da solução através do microcanal (D).Todos os ensaios foram realizados utilizando 
as condições de adsorção de OTA-BSA previamente otimizadas na figura 47. A intersecção da linha 3σ 
com cada uma das curvas define a concentração mínima OTA que é capaz de fornecer um sinal igual a 
três vezes o desvio padrão de 12 das medições de referência (realizada com uma concentração única de 
2 μg/mL). Sinais relativos são calculados dividindo o valor de tensão obtido para uma dada concentração 
de OTA pelo valor obtido para a referência. O fluxo e o tempo de incubação em A e B foram fixadas em 
3.11 μL/min e 5 min, respetivamente. A concentração de anti-OTA-HRP e o fluxo em C foram fixadas em 
2 μg/mL e 3.11 μl/min, respetivamente. A concentração e tempo de incubação de anti-OTA-HRP em D 
foram fixadas em 2 μg/mL e 3 minutos, respetivamente. As condições finais otimizadas estão destacadas 
em cada representação gráfica por uma estrela a vazio, correspondendo a uma concentração de anti-
OTA-HRP de 2 μg/mL, fluxo da solução de 5 μ l/min e 3 minutos para o tempo de incubação. 
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Após otimizar cada uma das principais variáveis para a imobilização de OTA-BSA e 
anticorpo primário, foi realizada uma curva de calibração de concentrações crescentes 
de OTA (0.5 -100 ng/mL) usando as condições ótimas encontradas. Os resultados são 
apresentados na Figura 3.46, a figura inserida apresenta os valores de tensão obtidos 
para 12 ensaios de referência independentes em comparação com a linha reta que 
apresenta o valor médio (526 mV). O desvio padrão (σ) das 12 medições foi usado 
para calcular o LOD (concentração correspondente a um sinal de 79%) como aqui 
definido 3σ e representado graficamente como uma linha reta a tracejado. Observa-se 
que toda a curva é inferior ao LOD, assim, a configuração otimizada pode detetar pelo 
menos 0.5 ng/mL de OTA na solução, que está dentro da gama necessária para 
satisfazer os limites de regulação, na maioria dos alimentos e rações. A curva 
apresenta uma regressão logarítmica com a seguinte equação y = m.log (x) + b, com 
m = -7.744 e b = 67.449. 
 
Figura 3.46 - Curva de calibração obtida para sinal relativo obtido entre referência e amostra em função 
da concentração de OTA, nas condições ótimas apresentadas na tabela para o sistema otimizado. O 
gráfico inserido mostra os resultados obtidos para as 12 referências preparados de forma independente, 
em relação ao valor médio representado como uma linha reta. O valor do desvio padrão para este valor 
médio multiplicado por 3 corresponde à linha tracejada vermelha no gráfico principal. A intersecção da 
linha tracejada vermelha com a curva de calibração corresponde ao limite de deteção (LOD), situa-se 
acima de 0.5 ng/mL de OTA. 
 
Deteção de OTA em amostras reais (vinho). 
Após o estudo em tampão efetuou-se uma experiência de forma a avaliar se o 
ensaio otimizado pode ser utilizado para quantificar OTA no limite de regulação (2 
ng/mL) em extratos de vinho tinto. Esta matriz alimentar foi selecionada uma vez que 
proporciona efeitos pronunciados de interferência[15][28][25][30] e exige uma deteção 
altamente sensível para lidar com o baixo limite regulamentar, proporcionando assim 
um cenário de pior caso. Uma vez que foi anteriormente observado em várias 
configurações de imunoensaios para detetar OTA, diretamente no vinho tinto em bruto, 
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que recorrer unicamente a um ajuste do pH não conduzia a uma sensibilidade 
adequada, foi necessário recorrer a um método de extracção. Para processar as 
amostras de vinho contaminadas artificialmente em laboratório, utilizou-se o método 
de extração desenvolvido por Soares e outros para remover a interferência da matriz e 
concentrar as moléculas de OTA em solução [25].  
As etapas do processo são descritas em detalhe na secção 3.3.3., em resumo, 
compreende a contaminação artificial de três amostras de vinho tinto com 2 ng/mL de 
OTA, que foram então sujeitas a um passo de extração usando um sistema aquoso de 
duas fases. Em seguida, a fase de concentrado de PEG com contaminante foi usada 
diretamente como a SUA para a análise. As referências foram preparadas da mesma 
maneira usando o vinho tinto não contaminado.  
Os resultados das leituras de tensão ao longo do tempo são apresentados na 
Figura 3.47 e os valores absolutos obtidos a partir de uma média do patamar (entre 15 
e 25 s) são mostrados na imagem inserida no gráfico principal da figura. As medidas 
foram realizadas em 6 canais independentes. As relações sinal obtidos foram de 77, 
67 e 79% para cada uma das primeiras, segunda e terceira repetições, 
respetivamente, uma média de um sinal de redução de sinal em relação à referência 
de 74.3 ± 6.4%, imediatamente abaixo do limiar de deteção de 79.0%.  
Assim, pode-se concluir que o ensaio otimizado pode eficazmente detetar a 
presença de OTA em vinhos tintos, para os limites regulamentares, assumindo que o 
passo de preparação da amostra é efetuada previamente e de forma eficiente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.47 - Representação da aquisição de sinal em tempo real para três referências independentes e 
três amostras de vinho contaminadas com 2 ng/mL de OTA enquanto a solução de luminol flui através do 
microcanal com fluxo de 10 L/min. Ambas as referências e amostras enriquecidas foram preparadas em 
vinho tinto bruto e posteriormente processados de acordo com o método descrito no capítulo 2 referente à 
parte experimental. A imagem inserida no canto inferior direito mostra o sinal de tensão obtido para a 
referência (rotulados R) e amostra contaminada (S) em cada um dos três ensaios independentes. A 
variabilidade inter-ensaio em termos de oscilações observadas durante o patamar sugerem alguma 
interferência eletromagnética. 
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3.4.8. Validação do equipamento  
 
A importância de métodos rápidos para a análise de micotoxinas em alimentos e 
rações já foi amplamente mencionada ao longo do presente capítulo. No entanto antes 
de um teste rápido poder ser usado a nível comercial, a sua “adequação à finalidade” 
deve ser demonstrada em particular para testes como os desenvolvidos com uma 
resposta binária, sim/não. 
Holst et al. [31] no seu artigo “Performance criteria for rapid screening methods to 
detect mycotoxins” descrevem o processo de validação de métodos de triagem 
(“screening”) de micotoxinas para classificar as amostras como negativas ou suspeitas 
de serem positivas. O conceito é baseado no princípio que amostras negativas são 
considerados em conformidade, e que amostras suspeitas de serem positivas 
necessitam de ser reanalisadas com métodos confirmatórios.  
Em relação a estratégias de validação adequadas, dois tipos de métodos diferentes 
de triagem podem ser identificados: 
1 – Os métodos que geram uma resposta numérica, que é então comparada com 
um valor de cut-off, e  
2 – Métodos em que a análise é baseada exclusivamente em uma inspeção visual 
(por exemplo, de desenvolvimento de cor).  
Embora ambos os tipos conduzam a um resultado binário (ou seja, presença/ 
ausência do analíto alvo acima de um limiar pré-determinado), eles necessitam de 
tratamento de dados significativamente diferentes, dentro do quadro de validação do 
método[31].  
Para o equipamento desenvolvido no âmbito de projeto Demotox (DemoBio), optou-
se por realizar a validação do mesmo de acordo com a regulamentação da Comissão 
Europeia[32], 519/2014. Esta regulamentação descreve os procedimentos a adotar 
para a validação de equipamentos envolvendo métodos bioanalíticos baseados em 
imuno-reconhecimento ou em ligações aos recetores (tais como o teste ELISA, 
indicadores de nível, dispositivos de fluxo lateral, imunossensores), e para o qual o 
resultado do teste é um valor numérico.  
A primeira decisão a tomar quanto ao rumo da validação, prende-se com o tipo de 
amostra (vinho, cereais, cerveja) a utilizar na validação. As amostras reais escolhidas 
ao longo deste trabalho foram cereais de alimentação animal, o que levou a que a 
decisão da escolha da amostra de teste recaísse-se sobre este género de amostra, 
pois fez parte do consórcio para este projeto uma empresa (Ewos) Norueguesa que 
tem produção de salmão, a ração para alimentação do salmão é à base de cereais. A 
mais-valia nesta escolha apresenta-se pela existência de amostras naturalmente 
contaminadas e já analisadas dentro da empresa. 
Outra decisão importante recai na escolha do nível de contaminação a determinar 
para validar os ensaios. Segundo os limites da união europeia, limites legais pela 
recomendação 576 da comissão europeia datada de 17 de Agosto de 2006[33], para 
produtos de alimentação animal como cereais e produtos a base de cereais é de 250 
ppb.  
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Sendo o limite legal de 250 ppb, optou-se por diluir 5 vezes o resultante da extração 
(descrito na secção 3.3.3 em método de extração para amostras de cereais) e fazer os 
ensaio para 50 ppb, deste modo é possível ficar com o ensaio determinante para o 
limite legal, ao mesmo tempo que sem diluir se consegue analisar a amostra 
naturalmente contaminada proveniente da Ewos com 44 ppb. 
 
O regulamento da união europeia aplica a seguinte terminologia: 
 
Concentração de rastreio visada (STC): a concentração pertinente para a deteção 
de micotoxinas numa amostra. Quando o objetivo é o de testar o cumprimento dos 
valores limite regulamentares, a STC é igual ao limite máximo aplicável. Para outros 
fins, ou se não tiver sido estabelecido um limite máximo, a STC é predefinida pelo 
laboratório. 
Amostra negativa: o teor de micotoxinas na amostra é < STC, com um nível de 
confiança de 95 % (ou seja, existem 5 % de probabilidades de que as amostras sejam 
incorretamente registadas como negativas). 
Amostra falsa negativa: o teor de micotoxinas na amostra é > STC, mas foi 
identificado como negativo. 
“Amostra suspeita” (rastreio positivo): a amostra excede o valor-limite (ver infra) e o 
seu teor de micotoxinas pode situar-se a um nível superior à STC. Qualquer resultado 
suspeito desencadeia uma análise de confirmação para uma identificação inequívoca 
e quantificação da micotoxina. 
Amostra falsa suspeita: uma amostra negativa que foi identificada como suspeita. 
Métodos de confirmação: métodos que fornecem indicações completas ou 
complementares que permitem a identificação e a quantificação inequívoca da 
micotoxina ao nível pertinente. 
Valor-limite: a resposta, a indicação ou concentração, obtida através do método de 
rastreio, acima da qual a amostra é classificada como “suspeita”. O valor-limite é 
determinado durante a validação e tem em conta a variabilidade da medição. 
Amostra de controlo negativo (matriz em branco): uma amostra conhecida como 
estando isenta da micotoxina objeto de rastreio, por exemplo, devido a uma 
determinação anterior em que se utilizou um método de confirmação com 
sensibilidade suficiente. Se não podem ser obtidas amostras em branco, pode ser 
utilizado material com o menor nível alcançável, desde que o nível permita concluir 
que o método de rastreio é adequado à sua finalidade. 
Amostra de controlo positiva: amostra que contém a micotoxina à concentração de 
rastreio visada (por exemplo, um material de referência certificado, um material com 
um teor conhecido, um material de testes de aptidão) ou suficientemente caracterizada 
através de um método de confirmação. Na ausência de qualquer dos 
métodos supra, pode ser utilizada uma mistura de amostras com níveis de 
contaminação diferentes ou uma amostra enriquecida, elaborada no laboratório e 
suficientemente caracterizada, desde que se possa provar que o nível de 
contaminação foi verificado. 
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O processo de validação tem como objetivo demonstrar a adequação do método de 
rastreio à sua finalidade. Tal é feito por meio da determinação do valor-limite e pela 
determinação da taxa de falsos negativos e falsos suspeitos. Nestes dois parâmetros, 
estão incluídas características de desempenho, tais como a sensibilidade, a 
seletividade e a precisão. 
A validação deve ser executada para cada mercadoria, ou, quando o método for 
reconhecidamente aplicável a várias mercadorias, para cada grupo de mercadorias. 
Neste último caso, é selecionada uma mercadoria representativa e relevante nesse 
grupo. 
O número mínimo de amostras diferentes necessárias para fins de validação são 20 
amostras de controlo negativo homogéneas e 20 amostras de controlo positivas 
homogéneas que contenham a micotoxina na STC, analisadas em condições de 
precisão intermédia (RSDRi), ao longo de cinco dias diferentes. Em alternativa, 
conjuntos suplementares de 20 amostras que contenham micotoxinas a outros níveis 
podem ser adicionadas ao conjunto de validação para compreender até que ponto o 
método permite distinguir entre diferentes concentrações de micotoxinas. 
Para cada STC a utilizar na aplicação de rotina, tem de ser efetuada uma validação. 
A validação do equipamento (DemoBio) com a finalidade de verificar a sua 
capacidade para detetar Ocratoxina A foi estruturada do seguinte modo: 
Cinco utilizadores diferentes, em cinco dias diferentes com 20 amostras de controlo 
negativo e 20 amostras de controlo positivo, organizado como descrito na Figura 3.48. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.48 – Ilustração do método de validação experimental, o número de amostra para a validação 
consiste em 20 amostras de controlo e 20 amostras contaminadas com Ocratoxina A na concentração 
pretendida. Ensaios realizados em 5 dias diferentes e efetuados por 5 utilizadores distintos. NC – não 
contaminado; C – contaminado no nível STC. 
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O processo de validação foi efetuado por 3 vezes, uma realizada em solução 
tampão (PBS 7.2) com a amostra de controlo negativa com 0 ppb de OTA e o controlo 
positivo com 50 ppb de OTA. Este tipo de teste permite avaliar a capacidade do 
método sem interferência do processo de extração e de contaminação devido ao efeito 
da matriz. Com estes resultados é possível verificar o impacto de realização dos 
ensaios em diferentes dias e por diferentes utilizadores. 
O segundo processo de validação foi efetuado contaminando artificialmente os 
cereais antes do processo de extração descrito no capítulo 2, permitindo analisar a 
influência do processo de extração nos resultados. 
A terceira e última validação foi efetuada utilizando cereais naturalmente 
contaminados com 44 ppb, verificando assim a eficiência do processo de extração. 
 
Validação em solução tampão (PBS 7.2). 
O estudo é feito recorrendo à tabela apresentada na Figura 3.48.  
Para a realização dos ensaios por diferentes utilizadores foi solicitado aos seguintes 
colaboradores da empresa e a um elemento do INESC-MN a sua colaboração na 
validação. 
 
Tabela 3.5 – Identificação dos diversos utilizadores que efetuaram a validação do equipamento Demobio. 
Nome Utilizador (sigla) 
Diogo Ramadas Utlz 1 
António Cascalheira Utlz 2 
Joana Monteiro Utlz 3 
Miguel Freitas Utlz 4 
Ruben Soares (INESC-MN) Utlz 5 
 
A validação foi efetuada com o equipamento na sua fase final, deste modo a cada 
utilizador coube a tarefa de por cada ensaio representado na Figura 3.48 introduzir um 
chip no equipamento, preparar as soluções como descrito no manual do mesmo e 
fazer um ensaio completo. 
As estruturas microfluídicas foram entregues nas mesmas condições que seriam 
entregues a um possível cliente, já com a imobilização de antigénio, bloqueio e 
respetiva lavagem efetuada. 
Os resultados obtidos são apresentados na tabela seguinte ordenados por controlo 
negativo e controlo positivo e o número da amostra está correlacionado com a Figura 
3.48 por ordem cronológica. 
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Tabela 3.6 – Resultados obtidos para o ensaio de validação em tampão PBS 7.2, com controlo negativo e 
controlo positivo na STC (50 ppb). 
Controlo negativo 
Tampão com STC  
(50ppb) 
Amostra Sinal (%) Amostra Sinal (%) 
1 93 4 35 
2 90 5 30 
3 92 6 27 
7 87 11 30 
8 96 12 28 
9 92 16 35 
10 90 17 30 
13 95 18 36 
14 93 22 35 
15 92 23 33 
19 91 24 32 
20 95 27 28 
21 91 28 32 
25 95 29 25 
26 89 30 37 
31 91 34 35 
32 92 35 30 
33 91 36 33 
38 95 37 28 
39 89 40 36 
Média 91.95   31.8 
Desv Padrão 2.4   3.5 
Valor limite 37.8 
Falsos positivos 0.00% 
 
Para métodos de rastreio com uma resposta inversamente proporcional à 
concentração de micotoxinas, o valor-limite é determinado da seguinte forma: 
 
𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑙𝑖𝑚𝑖𝑡𝑒 =  ∑ 𝑆𝑇𝐶 + 𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑡0.05 × 𝐷𝑒𝑠𝑣 𝑃𝑎𝑑𝑟ã𝑜 𝑆𝑇𝐶 (3.1) 
 
Utilizando este valor t específico para estabelecer o valor-limite, a percentagem de 
resultados falsos negativos é, por defeito, fixada em 5 %. 
O valor de t teórico é retirado de um tabela de distribuição de t-student, com 19 
graus (nº amostras -1) de liberdade e 95% de nível de confiança, t = 1.729. 
Os resultados das amostras de controlo negativas são utilizados para estimar a 
percentagem correspondente de resultados falsos positivos. O valor t é calculado da 
seguinte forma: 
 
𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑡 =  
∑ 𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜−𝑣𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑙𝑖𝑚𝑖𝑡𝑒
𝐷𝑒𝑠𝑣 𝑃𝑎𝑑𝑟ã𝑜 (𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜)
    (3.2) 
 
Os resultados obtidos na ausência de toxinas demonstram que a média de todos os 
ensaios é de 92% enquanto que o coeficiente de variação se situa nos 3%. No caso 
dos ensaios contaminados obteve-se 32% de média e 11% de coeficiente de variação. 
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O valor limite obtido define o nível acima do qual não se obtêm nenhum falso negativo 
com 95% de certeza. 
Na Figura 3.49 estão representados os resultados obtidos e apresentados na 
Tabela 3.6, a linha do valor limite foi calculada segundo o método de cálculo obtido na 
informação proveniente da regulamentação da união europeia (EU nº 519/2014), e 
descrito anteriormente. Pela observação da representação gráfica é possível inferir 
que existe uma grande separação entre o sinal referente ao controlo negativo e ao 
contaminado com STC.   
 
Figura 3.49 – Representação gráfica dos valores obtidos na validação em PBS 7.2 para 20 amostras de 
controlo negativo e 20 amostras de controlo positivo na STC. 
 
De acordo com o processo de validação a resposta mais baixa para o controlo 
negativo não deve coincidir com a linha limite, se ocorrer é considerada uma amostra 
suspeita; no caso em que se usam 20 amostras somente uma delas (5%) pode ser 
considerada como suspeita de acordo com o método. Torna-se claro que tal não 
acontece em solução tampão. 
O resultado mais relevante retirado da Figura 3.49 é a clara separação existente 
entre as amostras de controlo negativo e as amostras de controlo positivo 
demonstrando inequivocamente que as amostras não contaminadas estão acima do 
valor limite, comprovado pela representação gráfica e pelos resultados estatísticos. 
Avaliando o perfil estimado de precisão do método verifica-se que o valor de 
coeficiente de variação varia entre 3 e 11 %, considerado aceitável dentro da gama 
existente de testes de rastreio. 
Após verificação da fiabilidade do sistema em tampão, realizou-se a mesma 
validação para o sistema incluindo a técnica de extração desenvolvida pelo grupo do 
INESC-MN (descrita na secção 3.3.3 em método de extração para amostras de 
cereais).  
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Validação em cereais artificialmente contaminados. 
Os cereais foram contaminados com 250 ppb, seguindo-se o processo de extração 
e o volume que se retira de extrato é diluído 5 vezes, de modo a que o valor limite 
continue a ser 50 ppb. No ensaio em tampão foram adicionados 10 L da solução 
contaminada a 23.3 L de solução de anti-OTA-HRP, neste caso adicionaram-se 2 L 
de extrato + 8 L de PBS a 23.3 L de anti-OTA-HRP. 
Na tabela seguinte são apresentados os resultados em bruto obtidos de acordo 
com a validação descrita anteriormente e realizada pelos mesmos utilizadores. 
 
Tabela 3.7 - Resultados obtidos para o ensaio de validação em cereais artificialmente contaminados com 
250 ppb e o extrato diluído 5 vezes de modo a que o controlo positivo tenha concentração de 50 ppb. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Os resultados de controlo negativo apresentam uma média de 80,1% com 
coeficiente de variação de 9% enquanto que para o controlo positivo a media é 43.9% 
e coeficiente de variação de 6%. O valor limite calculado é de 48.4%, com 95% de 
certeza que qualquer valor acima deste limite é de uma amostra não contaminada. O 
valor limite e de falsos positivos foram calculados como descrito para a validação em 
tampão. 
Como se verifica pela Figura 3.50 a separação entre os valores das amostras de 
controlo e as amostras contaminadas com STC é bastante notória, contudo menos 
Controlo negativo/extrato 
Extrato artificialmente 
contaminado com STC  
(50 ppb) 
Amostra Sinal (%) Amostra Sinal (%) 
1 90 4 45 
2 89 5 47 
3 77 6 42 
7 68 11 43 
8 75 12 43 
9 88 16 40 
10 80 17 42 
13 88 18 40 
14 69 22 41 
15 72 23 42 
19 75 24 43 
20 89 27 40 
21 88 28 48 
25 84 29 48 
26 74 30 46 
31 71 34 46 
32 84 35 45 
33 83 36 47 
38 82 37 44 
39 76 40 45 
Média 80.1   43.9 
Desv Padrão 7.3   2.6 
Valor limite 48.4 
Falsos positivos 0.02% 
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acentuada do que na validação efetuada somente em tampão. É possível que o 
aumento do valor limite seja proveniente do efeito da matriz. 
 
 
Figura 3.50 - Representação gráfica dos valores obtidos na validação em cereais artificialmente 
contaminados para 20 amostras de controlo negativo e 20 amostras de controlo positivo na STC. 
 
Não contabilizando o efeito da matriz, é possível aferir que o processo de extração 
desempenha eficazmente o propósito para o qual foi criado, e com boas taxas de 
recuperação, uma vez que o valor limite em tampão somente subiu de 38% para 48%. 
Em face de o rastreio da toxina para valor limite de 50 ppb ter sido efetuado com 
sucesso, decidiu-se fazer uma validação em cereais de alimentação animal 
naturalmente contaminados, provenientes de uma empresa que pertence ao 
consórcio, EWOS, e analisada através de laboratórios certificados contendo 44 ppb 
em OTA.  
 
Validação em cereais naturalmente contaminados com 44 ppb. 
Os resultados em bruto obtidos para a validação em cereais naturalmente 
contaminados com 44 ppb são apresentados na Tabela 3.8. 
Neste caso utilizaram-se cereais idênticos provenientes também da EWOS não 
contaminados para utilização como amostra negativa de controlo. 
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Tabela 3.8 - Resultados obtidos para o ensaio de validação em cereais naturalmente contaminados com 
44 ppb. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Os resultados para a amostra negativa de controlo apresentam media de 88.8% e 
coeficiente de variação de 9%, as amostras de controlo positivo apresentam média de 
59.8 e um coeficiente de variação superior aos obtidos anteriormente e igual a 17%, 
fazendo com que o valor limite calculado com 95% de certeza se estabeleça nos 
76.9%.  
Pela observação da representação gráfica, Figura 3.51, verifica-se que neste caso 
não existe uma clara separação entre as de controlo positivo e as de controlo 
negativo, aumentando assim a possibilidade de existência de falsos positivos de 0% e 
0.02% nos dois primeiros casos para 8% nas amostras naturalmente contaminadas. O 
aparecimento de falsos positivos não é fator crucial para o êxito do método de rastreio, 
mas sim a possibilidade de existência de falsos negativos. 
 
 
Controlo negativo/extrato 
Extrato naturalmente 
contaminado  (44 ppb) 
Amostra Sinal (%) Amostra Sinal (%) 
1 81 4 58 
2 74 5 55 
3 78 6 53 
7 96 11 61 
8 85 12 53 
9 83 16 75 
10 99 17 62 
13 79 18 49 
14 82 22 75 
15 98 23 65 
19 96 24 49 
20 79 27 64 
21 96 28 68 
25 97 29 63 
26 90 30 64 
31 89 34 31 
32 89 35 64 
33 100 36 67 
38 96 37 58 
39 89 40 61 
Média 88.8   59.8 
Desv Padrão 8.2   9.9 
Valor limite 76.9 
Falsos positivos 8.07% 
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Figura 3.51 - Representação gráfica dos valores obtidos para a validação em cereais naturalmente 
contaminados com 44 ppb e para 20 amostras de controlo negativo de um conjunto de cereais idênticos 
não contaminados. 
A grande variação de resultados pode advir da má homogeneização da amostra 
naturalmente contaminada. Com as experiências realizadas anteriormente foi possível 
obter conhecimento para conseguir aumentar a distância entre os valores de amostras 
de controlo positivo e negativo, e assim customizar o valor limite para cada caso. 
Após o processo de validação do equipamento e respetivas estruturas 
microfluídicas constata-se que os resultados confirmam a aplicabilidade geral do teste 
de diferenciar entre amostra com Ocratoxina A, aos limites regulamentares europeus, 
e amostras em branco, com uma taxa de falsos positivos muito baixa. 
A implementação do sistema desenvolvido como um teste de despiste semi-
quantitativo para a OTA, pode aumentar o número de análises efetuados no local, e 
evitar o envio de amostras em branco para um laboratório externo para realizar o 
método oficial. 
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3.5. Conclusões 
 
No presente capítulo compilaram-se os resultados efetuados no âmbito deste 
doutoramento decorrentes da participação da empresa Lumisense Lda num projeto 
europeu denominado Demotox. 
Este capítulo adotou uma componente mais tecnológica na primeira parte relativa 
ao design e teste de componentes para a construção de um protótipo pré-industrial e 
uma componente mais científica no desenvolvimento e otimização de um imunoensaio 
miniaturizado para deteção de OTA em amostras reais. 
No desenvolvimento do equipamento executado durante este trabalho permitiu 
atingir os requisitos técnicos previamente impostos:  
 Portabilidade, tamanho máximo: 25 x 10 x 5 cm 
 Peso inferior a 1 Kg, compacto. 
 Sensibilidade: menor que 1 ng/mL de OTA em tampão, para matrizes 
complexas (vinho tinto) prevê-se menor sensibilidade. 
 Tempo de ensaio curto (uma ordem de magnitude menos que os ensaios 
tradicionais). 
 Rápida resposta. 
 Diminuição do uso de solventes orgânicos, maioritariamente usados em 
técnicas tradicionais. 
 Preço total do protótipo inferior a 3000 €. 
 Não requerer pessoal especializado para o ensaio. 
 Conexão a um sistema informático e software de interface simples para o 
utilizador.   
Na construção do protótipo o tamanho máximo e peso do equipamento não 
excederam os valores delineado como máximos, ficando na versão final com o 
tamanho de: 15 x 10 x 5 cm e 0.220 Kg.  
O sistema de controlo dos líquidos foi alterado, eliminando o detetor de bolhas, as 
válvulas e a camara de gotas, sendo substituídos por um sistema direto de introdução 
de líquido no chip que percorre um percurso único desde a entrada até ao reservatório 
de recolha de soluções usadas.  
Idealizou-se, construiu-se e caracterizou-se uma bomba peristáltica miniatura que 
servisse os requisitos impostos pela limitação de espaço e permitissem realizar 
ensaios com fluxos bastantes diminutos. Uma grande vantagem da bomba construída 
foi a capacidade de a mesma permitir puxar e empurrar líquido, apenas invertendo a 
rotação do motor, relevando-se esta capacidade crucial para o desenvolvimento dos 
imunoensaios. 
As placas eletrónicas foram redesenhadas de modo a ficarem mais pequenas e a 
condensar todos as necessidades numa placa única, e alteradas de modo a que 
permita alimentação com 5V DC em vez de 15V DC. Esta alteração permite a 
utilização de baterias portáteis, como baterias para carregar telemóveis, tornando o 
equipamento totalmente autónomo de rede elétrica.  
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Foi criado um software que utiliza como interface qualquer aparelho com sistema 
operativo android. Este programa foi desenvolvido com o principal objetivo de ser 
simples e intuitivo para o utilizador. 
A estrutura microfluídica foi redesenhado de modo a não ser necessário 
manuseamento por parte do utilizador para fazer a conexão ao sistema de 
microfluídica. 
O ensaio proveniente do projeto Otasens consistia num imunoensaio competitivo 
indireto tendo sido alterado para um ensaio competitivo direto, envolvendo menos um 
passo a efetuar pelo utilizador. Esta mudança deveu-se ao fato de alterar o anticorpo 
primário por um anticorpo já marcado com HRP, não sendo necessário o uso de 
anticorpo secundário marcado com HRP para dar sinal ótico. Mesmo com a 
desvantagem de se realizar um canal de cada vez em vez dos dois em simultâneo, 
conseguiu-se reduzir o tempo total do ensaio de 33 minutos para 15 minutos. 
O processo de extração desenvolvido pelo INESC-MN demonstrou ser uma 
ferramenta essencial para o sucesso do ensaio e para o cumprimento dos requisitos 
propostos no desenvolvimento desta técnica de medida, uma vez que não usa 
qualquer tipo de solvente orgânico em contraste com o processo de extração 
proveniente do Otasens. 
Foi desenvolvida uma nova estratégia de deteção biológica de OTA baseada num 
imunoensaio competitivo direto por quimioluminescência em canais de microfluídica. A 
influência de diversos parâmetros experimentais no desempenho do imunoensaio foi 
otimizada utilizando estruturas de vários canais num suporte construído para o efeito. 
O estudo da variação de concentração de anticorpo, de OTA-BSA, tempos de 
incubação e fluxos impostos efetuados, permitiu selecionar as seguintes condições 
ótimas: 
OTA-BSA - concentração de OTA-BSA de 50 μg/mL, 1 minuto de tempo de 
incubação e fluxo de 10 μl/min  
Anti-OTA-HRP - concentração de 2 μg/mL, 3 minutos de tempo de incubação e 
fluxo de 5μl/min, 
 O desenvolvimento de um sistema contendo o fotosensor permitiu realizar medidas 
rápidas com sensibilidades abaixo do limites regulatórios impostos pela Comunidade 
Europeia (<0.5 ng/ml) em menos de 5 minutos por canal. O imunoensaio otimizado foi 
também validado para a quantificação de OTA ao limite regulatório de 2 ng/ml em 
amostras artificialmente contaminadas de vinho tinto, o qual foi previamente tratado 
com um processo de extração com sais de polietileno glicol (processo descrito na 
secção 3.3.3.).  
Os resultados apresentados são bastante promissores, apontado para uma 
alternativa viável aos comercialmente disponíveis atualmente para a deteção de 
micotoxinas, no local de produção. De realçar que, para que tal possa acontecer, 
ainda têm que ser implementadas melhorias significativas, nomeadamente no que 
concerne à automação do imunoensaio, de modo a que o tempo que o operador 
dispensa para realizar o teste seja o mínimo possível (“hands-on-time”). 
É facilmente percetível a partir da estratégia optada para a deteção de Ocratoxin A 
que o mesmo equipamento e a mesma metodologia poderá ser facilmente estendida a 
outras micotoxinas relevantes: fumosinas, aflotoxinas e zearalenona.  
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A validação do equipamento foi realizada de acordo com o regulamento (EU) nº 
519/2014 da comissão de 16 maio de 2014 segundo os métodos de rastreio semi-
quantitativos e validação por um único laboratório.  
A validação em PBS 7.2 apresentou resultados excecionais, demonstrando 
inequivocamente que os ensaios em tampão se consegue confirmar a existência ou 
não existência de contaminação na STC (50ppb), a grande separação entre os 
resultados de referência e os controlos positivos permitem obter uma taxa de 0% de 
falsos positivos e com 95% de certeza afirmar que qualquer valor de razão entre sinal 
amostra e referência abaixo de 37.8% está contaminado com pelo menos 50 ppb. 
Em amostras artificialmente contaminadas o resultado foi idêntico ao obtido em 
tampão, contudo a separação entre as amostras referencia e as amostras 
contaminadas com 50 ppb não é tão expressiva, passando o valor limite para 48.4%. 
O aumento deste valor deve-se possivelmente a alguma interferência da matriz 
proveniente do processo de extração. 
No caso de amostras naturalmente contaminadas com 44 ppb determinou-se que o 
valor limite situa-se nos 76.9%. Seria de esperar um aumento do valor limite em 
relação ao estudo anterior uma vez que o STC passou de 50 ppb para 44 ppb, 
verificou-se uma aproximação entre os resultados referencia e contaminados, 
aumentando significativamente o desvio padrão associado aos resultados obtidos de 
2.6% na matriz artificialmente contaminada para 9.9% nas naturalmente 
contaminadas, este aumento pode estar relacionado com o facto de uma má 
homogeneização dos cereais. A subida do valor limite provocou o aparecimento de 8% 
de possíveis falsos positivos. 
Apesar dos valores da validação em amostras naturalmente contaminadas não 
terem um impacto tão grande como as efetuadas em tampão, a validação permitiu 
atestar o sucesso no desenvolvimento do equipamento bem como da mudança do tipo 
de imunoensaio. De realçar que neste caso o estudo foi efetuado para valores 5 vezes 
abaixo dos limites legais para este tipo de produto, deste modo não restam quaisquer 
dúvidas sobre a mais-valia deste equipamento para testes semi-quantitativos ao limite 
legal. 
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4.1 Resumo 
 
O azoto presente no sumo de uva ou no mosto em fermentação é um elemento 
chave para o crescimento e metabolismo das leveduras ao longo do processo de 
fermentação, contudo nem todos os compostos contendo azoto influenciam o 
processo fermentativo e os que realmente interessam quantificar são os que são se 
comportam como nutrientes para as leveduras durante o processo de fermentação 
alcoólica (denominado por azoto assimilável). O azoto assimilável encontra-se 
maioritariamente na forma de aminoácidos e iões amónio. A presença destes 
compostos em baixas concentrações (inferiores a 140 mg N/L) pode limitar o 
crescimento das leveduras provocando uma fermentação alcoólica lenta ou em casos 
mais extremos parar mesmo a fermentação (fermentação amuada), pelo contrário em 
excesso estes compostos provocam instabilidade microbiológica, baixa eficiência de 
fermentação e produção de compostos indesejáveis como sulfuretos ou carbamato de 
etilo. Estas razões fazem com que seja necessário processos de quantificação de 
azoto assimilável o que implica a construção de sistemas de quantificação fáceis de 
usar, de resposta rápida e fiáveis.  
Este trabalho consistiu no desenvolvimento de dois métodos distintos para a 
deteção de azoto assimilável em vinho. A primeira parte consistiu na contribuição para 
o projeto “Bionitro - Biossensor Potenciométrico para deteção de Iões amónio e L-
Amino ácidos no vinho” com o desenvolvimento de um elétrodo de pH em estado 
sólido e de um elétrodo seletivo de iões amónio também em estado sólido. O segundo 
trabalho consistiu no desenvolvimento de um método de quantificação de azoto 
assimilável com base na plataforma ótica propriedade da empresa Lumisense, Lda. 
Para o projeto Bionitro o elétrodo de pH de estado sólido, foi desenvolvido com 
base no crescimento eletroquímico de um filme de óxido de irídio, e sua otimização. 
Foi desenvolvido também um elétrodo seletivo de iões amónio, por deposição de 
solução de membrana seletiva de iões à superfície de elétrodo apresentando boa 
linearidade com log [NH4+], tendo sido testados também a incorporação de dois 
condutores mistos entre a membrana e o elétrodo, óxido de irídio e polipirrolo.  
O desenvolvimento para a quantificação de azoto assimilável consiste na junção de 
duas técnicas, uma técnica para quantificar aminoácidos assimiláveis e outra para iões 
amónio. Ambos os processos consistem na aquisição de sinal de fluorescência 
emitidos por isoindolos formados na reação entre aminas primárias com o-ftaldeído 
(OPA) e um agente redutor. Para a quantificação de aminoácidos utilizou-se o sistema 
aminoácido com amina primária-oftaldeído/N-acetil-L-cisteína enquanto para a 
determinação de iões amónio o sistema NH4+- oftaldeído -SO32-. 
O ensaio otimizado para a quantificação de aminoácidos assimiláveis tem duração 
de 12 minutos e utiliza 1L de amostra, revelando uma gama de linearidade entre 25 e 
190 mg/L.  
O ensaio otimizado para a quantificação de iões amónio tem a duração de 10 
minutos, gama de quantificação entre 8 e 48 ng de iões amónio com somente 1 L de 
amostra.  
A aplicabilidade da técnica desenvolvida para a quantificação de iões amónio sem 
alteração do equipamento e sem material biológico, reação química, em detrimento do 
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ensaio enzimático comum é de extrema relevância para a empresa que se procura 
situar no mercado da quantificação de parâmetros inerentes à indústria vinícola.  
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4.2 Introdução 
 
Os métodos de análise para caracterização do vinho baseiam-se, de uma forma 
geral, em métodos de análise de físico-química clássica, mas assiste-se, atualmente, a 
um crescente desenvolvimento de métodos instrumentais de análise com uma 
focalização nos métodos de análise que respondam às exigências da qualidade e 
fiabilidade necessárias (adequação ao uso), que tenham associados uma maior 
rapidez na resposta, uma maior segurança, um menor custo, a possibilidade de 
automatização e que sejam menos poluentes.  
 
4.2.1 Importância da determinação de azoto assimilável  
 
 O azoto (N) presente no sumo de uva ou no mosto é um nutriente essencial para o 
crescimento e metabolismo das leveduras, e fundamental para o seu bom 
desempenho fermentativo. A presença de compostos contendo azoto para além de 
interferirem no processo fermentativo são também responsáveis por alteração de 
aroma e composição química final do vinho, por este motivo a sua determinação, na 
indústria vinícola, revela-se de extrema importância. 
Existe um grande número de compostos azotados presentes na uva, tais como o 
NH4+, aminoácidos, proteínas, vitaminas, péptidos, aminas e NO3. 
A concentração inicial de N nas uvas e a concentração de cada um dos diferentes 
constituintes azotados afetam o crescimento das leveduras, a velocidade de 
fermentação, formação, a estabilidade do produto final e a clarificação, além de 
influenciarem o desenvolvimento do aroma e do "bouquet" do vinho. De realçar que a 
concentração de N nas uvas também varia consideravelmente de acordo com a casta, 
clima, solo, e as práticas enológicas. 
A quantidade de azoto presente pode variar entre os 60 e os 2400 mg/L, sendo 
globalmente aceite que, por forma às leveduras realizarem a fermentação sem que 
ocorram amuos ou paragens de fermentação, esta concentração não deverá ser 
inferior a 140 mg N/L [1] [2]. Em oposição, um excesso destes compostos provoca 
instabilidade microbiológica, baixa eficiência de fermentação e produção de compostos 
indesejáveis como sulfuretos ou carbamato de etilo [3]. 
Nem todos os compostos azotados são assimilados pelas leveduras, e na prática 
apenas os que são nutrientes tem interesse em se quantificar de forma rotineira. Desta 
forma neste grupo encontra-se o azoto amoniacal (NH4+) e os aminoácidos primários 
com exceção da prolina.  
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Figura 4.1 – Ilustração dos compostos com azoto presentes no sumo de uva/mosto, mostrando os que se 
apresentam como de grande importância na indústria vitivinícola. 
 
4.2.2 Estado da arte na determinação de azoto assimilável  
 
A importância da deteção destes grupo de compostos é evidente, estando pois 
disponíveis alguns métodos de quantificação dos mesmos. A técnica mais precisa e 
fiável [4] é a quantificação recorrendo à técnica de HPLC com deteção por 
fluorescência [5], contudo não é um instrumento usual numa adega, estando somente 
disponível em laboratórios de análises, tornando o processo dispendioso e moroso. 
Deste modo justifica-se a implementação de métodos rápidos e fiáveis para a 
quantificação de azoto assimilável.  
Existem somente dois métodos de quantificação de azoto assimilável total num só 
passo, a titulação formol (método de Sorenson) baseado na reação de formaldeído 
com aminoácidos e iões amónio [6] [7] [8] [9], e o método de FTIR [10] [11]. Contudo 
por combinação de técnicas é possível a quantificação de azoto total, utilizando uma 
para a determinação de aminoácidos primários e outra para iões amónio.  
Para a quantificação de aminoácidos é possível utilizar o método NOPA (nitrogen 
by OPA) baseado na derivatização dos grupos amina primários com o reagente o-
ftaldeído/N-acetil-L-cisteína (OPA/NAC) [12] [9], o método colorimétrico, baseado na 
reação da ninidrina com os aminoácidos [7] [6], enquanto que para a quantificação de 
iões amónio é possível utilizar o elétrodo seletivo de iões ou um método enzimático 
baseado na atividade da glutamato desidrogenase na conversão de 2-Oxoglutarato em 
L-glutamato [13]. 
Uma descrição mais em detalhe sobre os procedimentos envolvidos em cada uma 
das diferentes técnicas analíticas é apresentado em seguida. 
 
 
 
 
Compostos com azoto 
presentes no sumo de 
uva/mosto
Azoto assimilável 
pelas leveduras no 
processo fermentação 
alcoólica
Aminoácidos
Ião Amónio (NH4
+)
Azoto não assimilável 
pelas leveduras no 
processo fermentação 
alcoólica
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Métodos para quantificação de azoto assimilável recorrendo a uma única 
técnica 
 
Titulação de Formol ou método de Sorenson 
O formaldeído reage com o azoto aminado e com o azoto amoniacal bloqueando a 
sua função amina, originando um grupo metilo que contém a função carboxilo dos 
aminoácidos [6] [14] [8]. A reação causa a perda de um protão do NH4+, protão esse 
que depois de libertado pode então ser titulado com o NaOH. O NH4+ ao ser bloqueado 
pelo formaldeído, e os seus sais titulados com NaOH, faz com que seja possível 
através deste método, a quantificação do N aminado e do N amoniacal. O método da 
titulação com formol segundo a literatura [8] [9] permite recuperar 90 a 98% da maioria 
dos aminoácidos (com exceção da prolina que se fica pelos 17%) e 77-88% de iões 
amónio. 
O método é simples de realizar e requer poucos reagentes contudo a grande 
desvantagem inerente a esta técnica é a elevada toxicidade do formaldeído e segundo 
a regulamentação do programa REACH (2006) existe um desencorajamento do uso de 
técnica com solventes tóxicos em detrimentos de técnicas mais limpas.  
 
Método FTIR 
A espectrometria de infravermelho médio com transformada de Fourier (FT-MIR 
usualmente FTIR) baseia-se na medição das frequências de ligações químicas em 
grupos funcionais, tais como C-C, C-H, O-H, C-O e N-H, mediante a absorção da 
radiação na região do infravermelho médio, usualmente referenciada com número de 
onda entre 4000 cm-1 e 400 cm-1, ou definindo em comprimento de onda, entre 
2500nm e 25000nm. 
Este método pode ser usado para identificar um composto ou identificar a 
composição de uma amostra. Baseia-se no fato de que as ligações químicas das 
substâncias possuem frequências específicas de vibração que correspondem aos 
níveis de energia da molécula (níveis de vibração) [15]. Tais frequências dependem da 
forma da superfície de energia potencial da molécula, da geometria molecular, da 
massa dos átomos e do acoplamento vibratório. É de salientar que nesta região do 
espectro a energia dos fotões não é suficiente para excitar os eletrões, porém, alteram 
o estado vibracional dos átomos e dos grupos ligados por meio de ligações covalentes 
[16]. 
Esta técnica apresenta como vantagem o facto de utilizar quantidades mínimas de 
amostra, ser uma técnica não destrutiva, não produzir resíduos tóxicos além de 
permitir deteções qualitativas e quantitativas, bem como possibilita a análise de vários 
parâmetros em simultâneo num curto espaço de tempo [17]. FTIR demonstra ser uma 
técnica promissora na área de controlo de qualidade e monitorização dos diversos 
processos de vinificação. Contudo esta técnica apresenta desvantagens consideráveis 
como o elevado custo inicial na aquisição do equipamento e pelo facto de não ser uma 
técnica de análise absoluta necessita de calibração utilizando métodos validados.  
A fiabilidade dos resultados analíticos está diretamente relacionada com a 
representatividade do conjunto de amostras relativamente ao universo em estudo. 
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Desta forma, uma amostragem representativa, equilibrada e bem proporcionada é 
fundamental para a obtenção de resultados fiáveis, tal como demonstra a literatura 
[18]. A forte influência da matriz relacionada com as diferentes castas, cor ou 
localização geográfica são toleradas por calibrações bem elaboradas e robustas como 
é sugerido numa Resolução da Organização internacional do vinho (OIV 390/2010). 
Desta forma a boa calibração e robustez da mesma é uma forte preocupação para os 
utilizadores do método FTIR. 
 
Métodos combinados para quantificação de azoto assimilável 
 
Quantificação de aminoácidos primários 
 
 NOPA 
Este método de deteção de aminoácidos primários em vinho foi desenvolvido em 
1998 por Dukes e Butzkle [12] e baseia-se na reação existente entre OPA, NAC e 
aminoácidos com aminas primárias. Da derivatização da amina primária dos 
aminoácidos com o reagente OPA/NAC resulta a formação de um isoindolo que 
apresenta um pico de absorção a 335 nm permitindo assim a sua quantificação por 
técnicas espectrofotométricas. Esta técnica demonstra boa especificidade pois 
somente forma o isoindolo com aminoácidos que contenham aminas primárias, não 
formando com o ião amónio nem com a prolina. 
A reação química principal desta técnica é apresentada na seguinte figura. 
 
 
Figura 4.2 – Reação química de formação do isoíndole resultante da reação entre OPA um tiol e amina 
primária. 
 
Neste caso em concreto o tiol utilizado foi o, N-acetil-L-cisteína (NAC), Figura 4.3, 
pois demostrou vantagens em relação a outros utilizados, sendo a mais importante 
uma maior estabilidade nos isoindolos formados. 
 
Figura 4.3 – Estrutura química do NAC, N-acetil-L-cisteína . 
Desenvolvimento de um sistema de quantificação de azoto assimilável em vinho 
157 
 
Os isoindolos resultantes da técnica de NOPA, apresentam uma vantagem 
adicional, quando expostos a luz no pico de absorção, 335nm, emitem sinal de 
fluorescência a 451 nm apresentando alguma dependência com o tipo de aminoácido 
que levou à formação do isoíndolo. Esta reação foi reportada para a quantificação 
recorrendo a cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) e deteção por 
fluorescência [5]. 
Como resultado da especificidade desta reação para aminoácidos primários, o 
aminácido prolina não pode ser derivatizado sendo uma vantagem adicional uma vez 
que também não é assimilável pelas leveduras. Por outro lado devido à especificidade 
da reação para os aminoácidos alfa este método não contabiliza a contribuição das 
cadeias laterais do aminoácido L-arginina. 
 
 Ninidrina 
Outro método de deteção de aminoácidos primários consiste na separação dos 
mesmos recorrendo a cromatografia de troca iónica seguido da sua derivatização 
fazendo-os reagir com ninidrina. 
Quando os aminoácidos que contêm uma amina primária reagem, Figura 4.4, com 
2 equivalentes de ninidrina e formam um composto azulado que mediante as 
condições apropriadas é proporcional à concentração de aminoácidos primários. 
A sua quantificação é efetuada recorrendo a técnicas espectrofotométricas, 
medindo a absorvância do composto a 570 nm. 
 
Figura 4.4 – Reação química entre a ninidrina e uma amina primária. 
 
Apesar de este método ter demonstrado ser um método de confiança e ter um 
excelente poder de resolução, é um método muito moroso, a sua sensibilidade é 
baixa, o seu manuseamento é difícil e exige muita manutenção. Para além disso ainda 
exige uma longa preparação da amostra, e a sua utilização em vinhos não permite a 
quantificação da cisteína [19]. 
 
Quantificação de Iões amónio 
 
 Elétrodo seletivo de iões  
 
O elétrodo seletivo de iões (ISE) de amónio é uma técnica usual de quantificação 
de iões amónio em soluções. O funcionamento desta técnica é baseado no mesmo 
princípio que um elétrodo de pH. A figura seguinte ilustra o interior de um elétrodo 
seletivo de iões.  
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Figura 4.5 – Ilustração de um elétrodo seletivo de iões (ISE) de amónio.  
 
O ISE é imerso na solução onde se pretende determinar a concentração de iões 
amónio, na Figura 4.5 ilustrada em cor azul, essa solução é composta pela amostra de 
medida e uma solução de pH superior a 11 de modo a garantir que todo o ião amónio 
é libertado na fase gasosa (NH3). O amoníaco na fase gasosa difunde-se através da 
membrana permeável de gases e faz alterar o pH da solução de medida, a diferença 
de pH nessa solução é medida pela variação do potencial entre os dois elétrodos. 
Recorrendo a uma curva de calibração previamente realizada é possível quantificar a 
quantidade total de iões amónio na solução original. 
A técnica apresenta como vantagem a fácil utilização e procedimento de uso mas 
em contrapartida requer tempo do utilizador de modo a proceder às curvas de 
calibração necessárias - pré ensaio, e as mesmas devem ser repetidas para 
utilizações superiores a 2 horas. 
 
 Método Enzimático 
O método enzimático para quantificação de iões amónio descrito por Bergmeyer e 
Beutler 1985 [20], baseado na atividade do glutamato desidrogenase, continua a ser 
utilizado como método de medida rápido e fiável. O seu funcionamento baseia-se na 
reação de iões amónio com o 2-oxoglutarato na presença de fosfato de dinucleótido de 
nicotinamida e adenina (NADPH) formando L-glutamato e NADP+, descrito na reação 
seguinte. 
2 − 𝑂𝑥𝑜𝑔𝑙𝑢𝑡𝑎𝑟𝑎𝑡𝑜 + 𝑁𝐴𝐷𝑃𝐻 +𝑁𝐻4
+
𝑔𝑙𝑢𝑡𝑎𝑚𝑎𝑡𝑜 
𝑑𝑒𝑠𝑖𝑑𝑟𝑜𝑔𝑒𝑛𝑎𝑠𝑒
→          𝐿 − 𝐺𝑙𝑢𝑡𝑎𝑚𝑎𝑡𝑜 + 𝑁𝐴𝐷𝑃+ + 𝐻2𝑂      (4.1) 
 
O NADPH apresenta um pico de absorção aos 340 nm, e o consumo do mesmo na 
reação permite quantificar iões amónio, visto reagirem estequiometricamente. O 
decréscimo da absorvância a 340 nm é proporcional à quantidade de iões amónio. 
Vários kits comerciais estão presentes no mercado utilizando esta técnica, onde o 
cliente somente tem que ter acesso a um espectrofotómetro para realizar a medida. 
 
Elétrodo referência
Solução interna 
Elétrodo trabalho
Membrana 
permeável de gases Solução onde é 
feita a medida de 
pH
Difusão de NH3
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4.2.3 Elétrodos de pH de estado sólido 
A medição do valor de pH de uma amostra de vinho, é de extrema importância no 
controlo da qualidade e de produção e é usualmente efetuado recorrendo a um 
elétrodo de vidro. Uma das principais razões para a medição do pH do vinho prende-
se com a estabilidade microbiológica do mesmo. Muitos dos microrganismos que 
poderão levar a uma degradação do vinho crescem preferencialmente em condições 
de pH elevadas. O seu crescimento é também dependente da capacidade antisséptica 
demonstrada pelo dióxido de enxofre presente. Esta capacidade é não só função da 
quantidade de SO2 presente mas também do pH da solução, sendo menor à medida 
que o pH é superior.  
No geral o pH é utilizado para especificar o nível de acidez ou basicidade de uma 
solução aquosa. Inicialmente o pH foi definido como sendo o negativo do logaritmo da 
concentração de iões H+, de modo a simplificar o uso de concentrações bastante 
reduzidas (na ordem de 10-7 mol/L) usualmente encontradas na natureza, a definição é 
expressa pela seguinte equação: 
𝑝𝐻 =  −log [𝐻+]                                   (4.2) 
Com maior entendimento sobre solutos iónicos em solução, foi reconhecido que as 
técnicas de medida utilizadas para determinar a concentração de iões H+ de facto 
medem a atividade do ião H+, geralmente referenciada como “concentração efetiva”. 
Este facto levou à adoção de uma definição mais rigorosa, e sendo definido de acordo 
com a IUPAC [21] [22] como o negativo do logaritmo da atividade H+ em solução, 
representado pela seguinte expressão: 
𝑝𝐻 =  − log 𝑎𝐻+ = − log 𝛾[𝐻
+]                      (4.3) 
Onde 𝑎𝐻+ é a atividade do iao H
+ e 𝛾 o coeficiente de actividade. As duas 
expressões são equivalentes em soluções diluídas onde a concentração e a actividade 
são praticamente iguais. Na prática, as medições de rotina não tem em conta a 
atividade dos iões H+ mas sim determinação por comparação com padrão estáveis de 
pH conhecido. Por exemplo, em água na ausência de outros compostos químicos que 
alterem o equilíbrio a concentração de iões H+ é de 10-7 M e a concentração de iões 
OH- de 10-7M a 25ºC. 
2𝐻2𝑂
𝐾𝑤
↔ 𝐻3𝑂
+ + 𝑂𝐻−           𝐾𝑤 = [𝐻3𝑂
+][𝑂𝐻−] = 10−14          (4.4) 
Nestas condições e segundo descrito anteriormente o pH da água é 7, neutro. A 
adição de ácidos ou bases aumenta ou diminui a atividade do iao H+, respetivamente 
permitindo determinar essa variação. 
A medição do pH revela-se muito importante em diversas áreas como clínica, 
ambiental e na indústria alimentar. Normalmente para a monitorização de tais valores 
o elétrodo mais utilizado é o elétrodo de vidro pois apresenta boa estabilidade, tempo 
de vida longo e resultados fiáveis, contudo apresentam desvantagens tais como o 
custo, dificuldade de miniaturizar e consequente dificuldade de utilizar em circuitos de 
microfluídica. Por estas razões a maioria dos elétrodos de pH disponíveis 
comercialmente são considerados de tamanho macro com diâmetros de cerca de 15 
mm e como tal não são indicados para medições de pequenos volumes, tal como em 
sistemas miniaturizados.  
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Deste modo e para tentar colmatar as lacunas apresentadas pelos anteriores foram 
desenvolvidos sensores de pH em estado sólido que consistem em filmes poliméricos 
[23] ou óxidos metálicos [24]. Destes, os óxidos metálicos foram os que obtiveram 
maior interesse por parte de investigadores devido às suas vantagens como facilidade 
de miniaturização e adaptação a ambientes extremos. Existem diferentes técnicas de 
fabrico destes materiais, tais como, eletrodeposição [25] [26], técnica de impressão 
serigráfica (screen-printing) [27] [28] e vaporização catódica [29] [30]. Os elétrodos 
fabricados por eletrodeposição apresentam um filme amorfo com diferentes níveis de 
hidratação e com elevada microporosidade interna [31]. Os produzidos através da 
técnica de impressão serigráfica apresentam vantagens económicas devido à 
facilidade de fabricação e baixo custo [32], ideais para sensores descartáveis contudo 
não é possível o uso de qualquer metal. Os construídos por vaporização catódica 
apresentam elevada estabilidade química [33] e esta técnica é certamente o método 
de fabrico mais estudado e utilizado na indústria [34] [35] [36]. 
 
4.2.4 Enquadramento do trabalho efetuado na determinação de azoto 
assimilável 
 
Este trabalho foi realizado temporalmente em partes distintas do percurso 
académico do doutoramento.  
Bionitro consistiu num projeto de co-promoção liderado pela empresa Lumisense 
Lda, e aprovado pela Agência de Inovação com o objetivo do desenvolvimento e 
construção de um protótipo de um biossensor potenciométrico e ótico para a 
determinação rápida do conteúdo de azoto assimilável no mosto e no vinho. 
O objetivo tecnológico consistia em demonstrar que era possível a utilização de um 
elétrodo seletivo para a quantificação de iões amónio em amostras de vinho assim 
como demonstrar a possibilidade da aplicação da enzima L-amino oxidase para a 
quantificação dos aminoácidos livres. A conjugação de ambos os métodos permite a 
quantificação do azoto assimilável presente na amostra (iões amónio livre + 
aminoácidos presentes). 
Na figura seguinte está representado de forma esquemática o processo proposto no 
projeto para a quantificação dos L-aminoácidos presentes em amostras de vinho: 
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Figura 4.6 – Esquema representativo do processo proposto de quantificação dos L-aminoácidos 
presentes no vinho. 
O contributo dado englobado no projeto de doutoramento consistiu no 
desenvolvimento de um elétrodo de pH de estado sólido bem como um elétrodo 
seletivo de iões amónio de estado sólido.  
Após algum tempo a empresa sentiu necessidade de desenvolvimento de um 
método mais eficaz e rápido para a deteção destes compostos. Com recurso ao 
equipamento já desenvolvido pela empresa para deteção de outros compostos e 
adaptando alguns componentes foi possível desenvolver um método para a 
determinação da quantidade de azoto assimilável recorrendo a duas medições 
diferentes: quantificação de aminoácidos primários e quantificação de iões amónio, 
descritos neste capítulo. 
Em suma o desenvolvimento de um elétrodo de pH e elétrodo seletivo de iões 
amónio de estado solido foram desenvolvidos no âmbito da execução do projeto 
Bionitro, sendo o desenvolvimento das técnicas de quantificação de aminoácidos 
primários e iões amónio ao abrigo do desenvolvimento do equipamento Enosense® da 
empresa Lumisense, Lda. 
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4.3 Parte Experimental 
4.3.1 Equipamentos, células eletroquímicas e elétrodos de trabalho  
As medidas espectrofotométricas foram realizadas utilizando um espectrofotómetro 
UV/Vis da marca UNICAM modelo UV2 conectado a um computador com um 
programa da marca como interface, Vision V3.32. 
Os ensaios de eletroquímica convencional foram realizados utilizando um 
potencióstato modelo Parstat 2253 da empresa Princeton Applied Research (PAR). 
Para visualização e gravação dos dados usou-se o programa PowerSuite da PAR. 
Para os ensaios utilizaram-se células convencionais de vidro de três elétrodos, sendo 
elétrodo de referência o elétrodo saturado de calomelanos (SCE) e como elétrodo de 
auxiliar uma folha de platina. O elétrodo de trabalho utilizado é de Au policristalino da 
empresa CHI Instruments, realizando-se antes de cada ensaio o seguinte 
procedimento de limpeza: o elétrodo é polido num pano de polimento com suspensão 
de alumina com granulosidade decrescente de 1 e 0.3 m. Após polimento, o elétrodo 
é sempre, antes de qualquer experiência, sujeito a limpeza eletroquímica por 
varrimento de potencial entre –200 e +1500 mV vs. SCE numa solução 0.5 mol.dm-3 
de H2SO4 até à obtenção de um voltamograma típico de um elétrodo de ouro 
policristalino limpo em meio ácido apresentado na Figura 4.7. O elétrodo de trabalho 
tem uma área de 0,0314 cm2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.7 – Voltamograma cíclico de um elétrodo de ouro policristalino em 0.5M de H2SO4 entre 0 e 
1.55V vs SCE com velocidade de varrimento de 100 mV/s. 
 
4.3.2 Reagentes e soluções 
 
Tabela 4.1 – Reagentes utilizados ao longo do estudo com respetivo número CAS, fornecedor e grau de 
pureza. 
Reagente Número CAS Marca 
Cloreto de sódio 7647-14-5 Aldrich (99.5%) 
Cloreto de potássio 7447-40-7 Aldrich (99.5%) 
Dihidrogenofosfato de potássio 7778-77-0 Merk (99.5%) 
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Dihidrogenofosfato de sódio 7558-80-7 Aldrich (99%) 
Fosfato de sódio dibásico 7558-79-4 Aldrich (99%) 
Fosfato de potássio dibásico 7758-11-4 Aldrich (98%) 
Hidrogeno ftalato de potássio 877-24-7 Aldrich (99%) 
Carbonato potássio anidro 584-08-7 Aldrich (99%) 
Trisaminometano (Tris) 77-86-1 Acros (+99%) 
Tetraborato de sódio 1330-43-4 Aldrich (99%) 
Ácido Sulfúrico 7664-93-9 Aldrich (97.5%) 
Tetracloreto de irídio 207399-11-9 Aldrich (99.9%) 
Tetrahidrofurano 109-99-9 Aldrich (99.9%) 
Policloreto de vinil 9002-86-2 Aldrich (------) 
Ácido oxálico dihidratado 6153-56-6 Aldrich (99%) 
Dibutil sebacate 109-43-3 Aldrich (97%) 
Nonactin 6833-84-7 Aldrich (95%) 
   
 
Para os ensaios de determinação de iões amónio e aminoácidos primários foram 
utilizados vinhos de referências destinados a laboratórios de referência (TITRIVIN1). 
Este tipo de material de referência exibe um certificado de análise para diversos 
parâmetros, tais como pH, % de álcool, glucose + frutose entre outros, tendo os 
modelos utilizados sido: AA1, AA2, AA3 e AA4, cujos parâmetros se apresentam na 
tabela seguinte:  
 
Tabela 4.2 – Valores de referência certificados de diferentes parâmetros para os diferentes vinhos 
utilizados. 
 
 
                                               
1 www.titrivin.com 
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Preparação de tampões utilizados 
 
Tampão fosfato salino pH 7.2 (PBS 7.2) 
Para um balão de 100 mL pesar: 
 0.8 g (136mM) de cloreto de sódio (NaCl) 
 0.02 g (2.6mM) de cloreto de potássio (KCl) 
 0.144 g (10mM) de fosfato de sódio dibásico (Na2HPO4) 
 0.024 g de (1.7mM) dihidrogenofosfato de potássio (KH2PO4) 
Perfazer o volume com água desionizada, medir o pH e acertar com ácido clorídrico 
ou hidróxido de sódio. 
 
Tampão universal 
Para um balão de 100 mL pesar: 
 0.102 g (5mM) de hidrogeno ftalato de potássio (C8H5KO4) 
 0.068 g (5mM) de dihidrogenofosfato de potássio (KH2PO4) 
 0.060 g (5mM) de trisaminometano (C4H11NO3) 
 0.050 g (2.5mM) de tetraborato de sódio ( Na2B4O7) 
 0.584 g (100mM) de cloreto de sódio 
 
Perfazer o volume com água desionizada, medir o pH e acertar com ácido clorídrico 
ou hidróxido de sódio. 
 
4.3.3 Síntese da membrana seletiva de iões amónio 
 
A preparação da membrana e sua deposição à superfície do elétrodo decorreu de 
acordo com o seguinte procedimento otimizado, adaptado de Meyerhoff [37]: 
- 65 mg de PVC, 1 mg de Nonactin, 125 ml de dibutil sebecate e 1.5 ml de 
tetrahidrofurano (THF) foram misturados vigorosamente num vortex e 200 l 
desta solução depositada num elétrodo de ouro de 2 mm de diâmetro. Após 
secagem da membrana o elétrodo modificado com a membrana é imerso em 
solução de 0.1 M NH4Cl por um período compreendido entre 12 a 24 horas como 
pré-condicionamento e para realizar o processo de hidratação. 
 
4.3.4 Preparação da solução para deposição de óxido de irídio 
 A solução para a eletrodeposição de filmes de IrOx foi preparada de acordo 
com o seguinte procedimentos adaptado de Yamanaka [38]: 
 - 75 mg de tetracloreto de irídio foram dissolvidos em 50 ml de água. A 
solução é agitada durante 30 minutos. Uma alíquota de 0.5 ml de solução 
aquosa de H2O2 a 30 % é adicionada seguido de agitação suplementar por mais 
10 minutos. 250 mg de ácido oxálico dihidratado é então adicionado e a solução 
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é agitada novamente por mais um período de 10 minutos. O pH da solução é 
ajustado para 10.5 com a adição de pequenas porções de carbonato de potássio 
anidro. A solução final repousa durante 48 horas antes de ser usada no 
processo de eletrodeposição.  
A solução de irídio é guardada no frigorífico e pode ser usada num espaço temporal 
de várias semanas. Todos os filmes foram preparados a partir de soluções a 5 ºC, 
uma vez que a eletrodeposição a temperaturas baixas aumenta ligeiramente a 
eficiência do processo [39]. 
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4.4 Resultados 
 
4.4.1 Fabricação e aplicação de um elétrodo de pH de estado sólido 
Como referido na introdução existe necessidade de miniaturizar os eléctrodos de 
pH e uma das formas de reduzir o seu tamanho consiste na remoção da solução 
interna de referência, isto é, colocar uma membrana iónica condutora em contacto 
direto com o condutor eletrónico. Assim sendo, alternativas para elétrodos de vidro são 
óxidos metálicos tais como SnO2 e IrOx [40]. Estes elétrodos respondem muito mais 
rapidamente que os de vidro, apresentam menor custos de produção, são 
mecanicamente mais robusto, e toleram operações em ambientes extremos. 
Após uma revisão da literatura sobre a aplicação de óxidos mistos na construção de 
elétrodos de pH verificou-se que os estudos iniciais incluíam o Sb2O3 e Bi2O3 os quais 
provaram ser bastante úteis em soluções interditas a elétrodos de vidro, incluindo 
soluções de HF e de KOH concentradas [41]. Estes sistemas no entanto eram 
suscetíveis a instabilidades na resposta do sensor, resultando em aplicações 
industriais muito limitadas. Elétrodos de Pd/PdO revestidos a Nafion também foram 
usados para monitorizar o pH do sangue [42]. 
Como resultado de um estudo sistemático, a tabela seguinte, apresenta uma 
compilação dos diferentes óxidos metálicos reportados para produção de elétrodos de 
pH de estado sólido onde são apresentadas as principais características [43]. 
 
Tabela 4.3 – Características dos óxidos metálicos como elétrodos de pH. 
 
Material 
de 
elétrodo 
Sensibilidade 
(mV/pH) 
Intervalo de 
pH 
recomendado 
Precisão 
(± mV) 
Histerese 
pH 2-12-2; 
(mV) 
Interferentes 
redox 
(mV) 
Outros 
interferentes 
TiO2 -55 2-12 15 30 100 F
- 
RuO2 -61.8 2-12 2 9 100 I
- 
RhO2.xH2O -68.2 2-12 1 20 400 Br
-,I- 
SnO2 -46.6 - 65 75   
Ta2O5 -49.3 3-10 30 50 70 F
-,I- 
OsO2.H2O -51.2 2-11 15 25 200  
IrOx -59.8 2-10 2 25 20 Cl-, Br-,I- 
PtO2 -46.7 5-10 4 100 100 I
- 
 
Segundo a equação de Nernst uma sensibilidade de -59.2 mV/pH é esperada para 
um sistema bem comportado. De acordo com a tabela anterior o óxido metálico que 
apresenta um valor mais próximo é o IrOx com uma resposta de 59.8 mV/pH. 
O fator decisivo a favor do IrOx, e que explica a elevada quantidade de investigação 
dedicada a este material, é que para além da resposta Nerstiniana apresenta uma 
limitada suscetibilidade a interferentes redox, ±20 mV. 
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Elétrodos de óxido de irídio 
Os elétrodos de óxidos de irídio foram bastantes investigados ao longo dos anos, e 
as suas vantagens em relação ao elétrodo convencional de vidro ou de outros óxidos 
metálicos foram demonstradas apresentando boa estabilidade num grande intervalo 
de medida de pH, a altas temperaturas, altas pressões em ambientes agressivos e 
mesmo demonstrando resposta rápida em soluções não aquosas [44]. Os óxidos de 
irídio para além de serem utilizados como elétrodos de pH também são utilizados 
como material de ânodo nas reações de evolução de oxigénio e cloro [45] [46] [47] e 
como material electrocrómico [48]. Para todas estas aplicações as características dos 
filmes de óxido de irídio são bastante dependentes do método e condições de 
fabricação dos óxidos, determinantes na sua estrutura e composição. Os métodos de 
fabricação de filmes de óxidos de irídio mais comuns são: crescimento eletroquímico, 
eletrodeposição e pulverização catódica [49].  
O crescimento eletroquímico é realizado quando o material de elétrodo é composto 
por irídio e à sua superfície se produz um óxido através da ativação eletroquímica num 
determinado eletrólito. Quando é pretendido utilizar filmes de óxido de irídio sem que o 
material de suporte a utilizar seja necessariamente irídio, utiliza-se a técnica de 
eletrodeposição de filmes de óxido de irídio em diversos substratos como carbono 
vítreo, platina, ouro entre outros. Outra técnica de fabricação de elétrodos é a 
pulverização catódica, em que o irídio metálico é pulverizado em determinados 
substratos de modo a formar um filme, diferentes condições de pulverização catódica 
resultam em filmes apresentando diferentes características.  
Na prática a grande utilidade de sensores de pH baseados em óxidos de irídio 
reside no facto de o mecanismo de resposta potenciométrica ao pH para estes 
elétrodos ser fundamentalmente distinto do obtido com elétrodos seletivos tradicionais. 
Para a maioria destes sistemas (e.g. elétrodo de pH de vidro) o potencial é gerado 
na interface solução/elétrodo e depende essencialmente das atividades do ião 
relevante na fase em solução. Para o caso de elétrodos baseados em óxidos 
metálicos, a resposta ao pH depende não só da atividade do protão mas também do 
estado de oxidação do filme de irídio, sendo que os equilíbrios envolvidos descritos 
por: 
2𝐼𝑟𝑂2 +  2𝐻
+ +  2𝑒−  ↔  𝐼𝑟2𝑂3 + 𝐻2𝑂                                         (4.5) 
 
para um elétrodo anidro, e 
2[𝐼𝑟𝑂2(𝑂𝐻)2. 2𝐻2𝑂]
2− +  3𝐻+ +  2𝑒−  ↔ [𝐼𝑟2𝑂3(𝑂𝐻)3. 3𝐻2𝑂]
3− +  3𝐻2𝑂           (4.6) 
 
para um sistema de IrOx hidratado. 
Assim sendo, elétrodos preparados em diferentes condições e metodologias a 
resposta Nernestiana pode variar num intervalo entre 59 e 88 mV/pH. Elétrodos que 
exibem declives intermédios (60-70 mV/pH) são usualmente descritos como contendo 
uma composição mista de óxidos de irídio, IrOx, operando consequentemente num 
mecanismo de reações mistas. 
Se considerarmos as equações de Nerst, e.x. 
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𝐸 =  𝐸° − 
2.3𝑅𝑇
2𝐹
𝑙𝑜𝑔
[𝐼𝑟2𝑂3]
[𝐼𝑟𝑂2]2[𝐻+]2
                                                  (4.7) 
 
𝐸 =  𝐸° − 
2.3𝑅𝑇
2𝐹
𝑙𝑜𝑔
[(𝐼𝑟2𝑂3(𝑂𝐻)3.3𝐻2𝑂)
3−]
[(𝐼𝑟𝑂2(𝑂𝐻)2.2𝐻2𝑂)2−]2[𝐻+]3
                               (4.8)                                                  
 
Estas relações sugerem que qualquer variação na razão Ir3+/Ir4+ deverá apresentar 
um efeito previsível na resposta ao pH. Tem sido esta variação nesta proporção a 
razão invocada por exemplo para as diferenças observadas entre elétrodos 
preparados por diferentes métodos mas também as alterações observadas com o 
envelhecimento dos mesmos. Por exemplo elétrodos acabados de preparar podem 
apresentar variações a rondar os 100 mV e quando exposto deliberadamente a 
agentes redox tais como Fe(CN)63-/4- demostram uma perda total de sensibilidade ao 
pH [50]. 
Entre as diferentes formas reduzidas e oxidadas dos óxidos e hidróxidos, muitas 
reações são possíveis. A composição estequiométrica exata é difícil de determinar, em 
especial para filmes hidratados depositados por via eletroquímica. Por esta razão os 
filmes depositados por via eletroquímica cujos resultados se apresentam neste 
capítulo serão denominados por IrOx, de forma a englobar a incerteza na sua 
composição exata. 
 
4.4.1.1. Crescimento de filmes de IrOx em elétrodos de Ouro  
 
Os filmes de IrOx foram depositados por via eletroquímica, recorrendo a diferentes 
métodos eletroquímicos: voltametria cíclica e método galvanostático. 
Como substrato inicial selecionou-se um elétrodo de ouro policristalino, uma vez 
que esta superfície, após limpeza mecânica e eletroquímica é bastante reprodutível e 
reutilizável para a deposição de diferentes ensaios. 
As propriedades dos sensores de pH produzidos, baseados em óxido de irídio, 
foram examinadas em função do método de deposição eletroquímico selecionado. 
Na figura seguinte ilustra-se o crescimento de um filme de IrOx realizado por 
varrimentos sucessivos de potencial. Os resultados demonstram o aparecimento de 
picos anódicos e catódicos correspondentes à resposta eletroquímica do filme 
depositado. O aumento progressivo da intensidade destes picos com o varrimento 
sucessivo demonstra o crescimento progressivo do filme à superfície do elétrodo de 
ouro. 
O voltamograma é caracterizado pelos picos anódicos e catódicos resultantes das 
cargas inerentes ao processo de oxidação e redução do óxido de irídio depositado. 
Segundo reportado [51], o irídio apresenta diferentes estados de oxidação ao longo da 
eletrodeposição. Ir(III) para potencial menor que -0.15V, Ir(IV) para -0.15V<E<0.2V e 
Ir(V) para E> 0.2V.  
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Figura 4.8 – Crescimento potenciodinâmico de um filme de IrOx em ouro. 90 ciclos consecutivos a 50 
mV/s entre -0.7 a 0.7 V vs. ESC. 
A resposta eletroquímica do filme depositado anteriormente, em tampão fosfato 
salino pH 7 encontra-se apresentada na Figura 4.9. O voltamograma cíclico 
apresentado contem o pico de oxidação esperado para o par Ir3+/Ir4+ a ~ 165 mV e o 
correspondente pico de redução localizado a cerca de 100 mV. O varrimento de 
potencial ao longo do pico de oxidação faz com que se observe a alteração de 
coloração de incolor (Ir2O3) para azul brilhante (IrOx). Este comportamento 
voltamétrico observado é idêntico ao descrito na literatura para o IrOx em numerosos 
estudos [38]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.9 – Resposta eletroquímica em tampão fosfato pH 7 de a) filme de IrOx depositado de acordo 
com a figura anterior. 20 Ciclos a  = 50 mV/s e b) elétrodo de ouro limpo nas mesmas condições. 
 
A constância nas correntes registadas com o varrimento sucessivo de potencial 
revela também uma elevada estabilidade eletroquímica dos filmes obtidos. 
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Um olhar mais detalhado sobre o voltamograma permite detetar o aparecimento de 
um pré pico anódico, a cerca de -180 mV. O aparecimento deste pré pico tem sido 
também reportado na literatura e atribuído geralmente a um processo de 
envelhecimento do filme, resultado do tempo a que está submetido a potenciais 
redutores [52]. 
Por forma a avaliar o desempenho na medida de pH dos elétrodos obtidos 
baseados em óxidos de irídio, realizou-se inicialmente o mesmo estudo recorrendo a 
um elétrodo de pH de vidro comercial. 
Este ensaio foi realizado com o intuito de verificar o comportamento de um elétrodo 
de pH comercial de vidro de modo a tentar aferir as diferenças com os elétrodos de 
óxido de irídio construídos ao longo do projeto. Dentro de um goblet foram introduzidos 
25 mL de solução tampão universal pH 2 (descrito secção 4.3.2.), com agitação 
magnética de 600 rpm foram adicionados 100 L de solução de NaOH 0.1M de modo 
a obter diferenças visíveis no pH da solução, após a solução atingir valores acima do 
pH 10 o mesmo foi efetuado utilizando uma solução de HCl 0.1M. Os resultados 
obtidos são apresentados na Tabela 4.4 e representados graficamente na Figura 4.10. 
 
Tabela 4.4 – Valores obtidos de força eletromotriz (EMF) para cada adição de ácido e base e respetivo 
pH. 
 
 
 
 
 
 
Solução Volume pH mV Volume pH mV
Início 0 2.02 285
NaOH
100 2.14 278
HCl
100 9.47 -149
200 2.29 270 200 8.75 -107
300 2.51 257 300 7.95 -57
400 2.86 236 400 6.71 12
500 3.59 194 500 5.08 107
600 5.12 105 600 3.35 208
700 6.49 25 700 2.69 246
800 7.54 -36 800 2.39 264
900 8.38 -87 900 2.18 218
1000 9.00 -122 1000 2.04 284
1100 9.57 -155
1200 10.64 -218
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Figura 4.10 – Representação gráfica da variação de EMF em função da adição de base e acido a uma 
solução tampão com pH inicial 2.02. 
 
A partir da resposta apresentada pelo elétrodo de vidro comercial na Figura 4.10 foi 
realizada a representação gráfica da força eletromotriz2 em função do pH, Figura 4.11, 
onde se verifica que existe linearidade tanto na resposta com adição de base para 
subir pH, como na resposta para a adição de ácido. Ambas as retas apresentam um 
valor de resposta do elétrodo muito próximo do ideal, 59 mV por unidade de pH. 
 
 
Figura 4.11 – Representação gráfica da EMF em função do pH, para o processo de adição de base (azul) 
e de adição de ácido (cor laranja). 
 
                                               
2 A força eletromotriz (EMF) é obtida pela diferença de potencial do elétrodo de trabalho em 
relação ao elétrodo saturado de calomelanos (SCE).  
y = -58.37x + 403.34
R² = 1
y = -58.168x + 402.79
R² = 1
-300
-200
-100
0
100
200
300
400
0 2 4 6 8 10 12
EM
F 
 (
m
V
)
pH
Capítulo 4 
172 
 
Após obtenção da resposta do elétrodo comercial de vidro à mudança de pH da 
solução, efetuou-se o mesmo estudo para o elétrodo modificado com filme de IrOx, 
formado potenciodinamicamente, com o crescimento ilustrado na Figura 4.8. A sua 
resposta a soluções de tampão universal com diferentes valores de pH foi avaliada, 
sendo apresentado na Figura 4.12 o transiente de potencial da resposta do elétrodo 
em cada solução bem como a representação da linearidade da força eletromotriz em 
função do pH. 
 
 
Figura 4.12 – Representação gráfica da linearidade existente entre a EMF e o pH, e os respetivos 
transientes de potencial com o tempo para cada pH, para o filme de IrOx crescido pelo método 
potenciodinâmico. 
 
A resposta apresentada pelo elétrodo à variação do pH demonstra ser linear, 
permitindo a calibração do mesmo recorrendo a dois pontos da curva, e apresenta 
uma resposta quase nernstiana (69 mV por unidade pH), isto é, próximo do valor ideal 
segundo a equação de Nerst, 59 mV por unidade de pH. 
De forma análoga ao efetuado para o elétrodo comercial foi realizado o estudo da 
resposta do elétrodo de óxido de irídio à adição de alíquotas de NaOH 1M a cada 60 
segundos e posterior adição de HCl 1M a cada 60 segundos, o resultado é 
apresentado na Figura 4.13.  
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Figura 4.13 – Representação gráfica da variação de EMF em função da adição de base e acido a uma 
solução tampão com pH inicial 2.02 para um elétrodo modificado com filme de IrOx de modo 
potenciodinâmico. 
Pela observação da Figura 4.13 verifica-se que os patamares de pH não são 
definidos e estáveis como o apresentado na Figura 4.10 para o elétrodo comercial de 
vidro. O tempo de resposta do elétrodo é lento para o efeito pretendido, deste modo e 
uma vez que a técnica de crescimento de filmes potenciodinâmico implica bastante 
tempo de formação do óxido de irídio (aproximadamente 40 minutos) decidiu-se testar 
o crescimento do filme pelo método galvanostático. 
Na Figura 4.14 apresenta-se o crescimento de um filme de IrOx recorrendo ao 
método galvanostático (1 mA/cm2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.14 – Curvas cronopotenciométricas correspondentes ao crescimento galvanostático de IrOx em 
Au a 1 mA cm-2 (Q= 500 mC cm-2). 
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Os cronopotenciogramas obtidos são idênticos, por exemplo, aos reportados na 
literatura para a deposição de polímeros condutores em metais nobres a partir de 
soluções aquosas [53]. Os perfis registados, potencial vs. tempo, podem ser descritos 
considerando três regimes distintos. O primeiro caracteriza-se por um aumento rápido 
de potencial resultado do processo difusional de oxidação do ião em solução. A queda 
de potencial que caracteriza o segundo regime, decorre do crescimento de núcleos e 
formação de nova fase à superfície do elétrodo. À medida que o processo de 
electrodeposição prossegue o sinal registado atinge um patamar correspondente ao 
crescimento e consequente aumento de espessura do depósito. 
A resposta do elétrodo a variações de pH é ilustrada na seguinte figura, em que se 
mostra a linearidade através de uma representação gráfica da força eletromotriz em 
função do pH bem como o transiente de potencial do elétrodo para cada pH com o 
tempo. 
 
Figura 4.15 – Representação gráfica da linearidade existente entre a EMF e o pH, e os respetivos 
transientes de potencial com o tempo para cada pH, para o filme de IrOx crescido pelo método 
galvanostático (1 mA/cm2). 
 
Pela observação da Figura 4.15 verifica-se que para valores mais elevados de pH a 
resposta demora bastante tempo a estabilizar, sendo necessário otimizar condições de 
modo a reduzir o tempo necessário para a estabilização do sinal. 
Foram realizados três ensaios de eletrodeposição através do método 
galvanostático, fazendo variar a densidade de corrente entre 1 e 0.1 mA/cm2. 
Uma vez que se manteve o mesmo tempo de electrodeposição significa que não só 
os filmes foram depositados a diferentes densidades de corrente mas 
consequentemente com diferentes cargas de electrodeposição envolvidas. Este facto 
encontra-se evidente nos voltamogramas obtidos, Figura 4.16, obtendo-se 
significativas diferenças nas cargas associados ao processo redox. 
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Figura 4.16 – Resposta eletroquímica em tampão fosfato salino pH 7 de filmes de IrOx crescidos 
galvanostaticamente com: a) 1 mA cm-2, b) 0.5 mA cm-2  e c) 0.1 mA cm-2 ( = 50 mV/s)  e respetiva 
tabela com valores de potencial correspondentes à oxidação (pico anódico) e à redução (pico catódico) do 
filme de IrOx. 
 
Os resultados revelam que todos os crescimentos apresentam resposta proveniente 
dos óxidos de irídio, apresentando um par redox reversível. Quanto maior a densidade 
de corrente de crescimento do filme, maior o espaçamento entre o pico de oxidação e 
redução proveniente do aumento da espessura do filme à superfície de elétrodo e 
consequente diminuição na velocidade de transferência de carga. Perante os 
resultados optou-se por utilizar o filme crescido com densidade de corrente de 0.1 
mA/cm2 para verificar a resposta à variação de pH, os resultados são apresentados na 
Figura 4.17 e foram realizados de forma análoga ao efetuado para o filme crescido 
utilizando a técnica de voltametria cíclica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.17 – Representação gráfica da variação de EMF em função da adição de base e acido a uma 
solução tampão com pH inicial 2.02 para um elétrodo modificado com filme de IrOx de modo 
galvanostático com 0.1 mA/cm2. 
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Pela observação da figura é possível verificar que o tempo de resposta entre as 
várias adições de base ou ácido é inferior ao obtido para o filme crescido de modo 
potenciodinâmico, mostrando melhor estabilidade.  
 
As principais conclusões retiradas deste primeiro estudo foram: 
 
 Os filmes de IrOx formados por via eletroquímica não são estáveis a pH 
iguais ou superiores a 10, podendo ter desvios superiores a 50 mV. No 
entanto de um ponto de vista de aplicação no corrente projeto, esta 
desvantagem tem pouco significado uma vez que o intervalo de pH do vinho 
varia apenas entre 2 e 5. 
 A deposição por imposição constante de corrente, galvanostático, é mais 
eficiente uma vez que para a mesma carga de deposição os filmes 
depositados por este método revelam maior eletroactividade quando 
caracterizados por via eletroquímica. 
 
4.4.1.2. Otimização das condições eletroquímicas de crescimento de 
IrOx  
 
Baseados nos resultados anteriores, nomeadamente na maior eficiência do método 
galvanotático e no menor tempo para obtenção dos filmes, decidiu-se otimizar o 
crescimento dos filmes de IrOx pelo método galvanostático de acordo com os 
parâmetros da tabela seguinte. 
Tabela 4.5 – Condições experimentais ensaiadas no estudo sistemático da eletrodeposição de 
filmes de IrOx em ouro. 
 
 
 
 
A escolha das melhores condições de crescimento será efetuada mediante vários 
fatores: 
 Estabilidade do processo redox avaliada por voltametria cíclica recorrendo a 
vários ciclos de varrimento de potencial em tampão, e determinando a carga 
envolvida no processo de oxidação/redução para cada ciclo. 
 Na adesão do filme à superfície de elétrodo medida pela mudança da carga 
eletroactiva no elétrodo após exposição a ultrassons durante 5 minutos. 
 Tempo necessário para obter estabilidade na resposta do elétrodo quando o 
pH é alterado de forma brusca, é considerado estável quando a variação de 
potencial em função do tempo é inferior a 0.2 mV/minuto, a aquisição é 
efetuada ao longo de 500 segundos. 
 Curva de calibração. 
Método 
eletroquímico 
Constante Variável 
Galvanostático 0.1 mAcm-2 10; 50; 100 e 
200 mCcm-2 
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O estudo da estabilidade do filme crescido na superfície de elétrodo foi efetuado em 
tampão universal pH 5.8. Na figura seguinte é apresentado, a título ilustrativo, o 
voltamograma cíclico para o filme crescido com densidade de corrente de 0.1 mA/cm2 
e carga de deposição de 100 mC/cm2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.18 – Resposta eletroquímica do filme crescido pelo método galvanostático com densidade de 
corrente 0.1 mA/cm2 e carga 100 mC/cm2  quando submetido a varrimentos de potencial sucessivos entre 
-0.4 e 0.65V, = 50 mV/s, em tampão universal com pH 5.8. 
 
Verifica-se que existe um decréscimo nas correntes com o aumento do número de 
ciclos, com tendência para estabilizar. A carga inerente ao processo de redução é 
calculada à semelhança do procedimento reportado porRoss D.Meyer 2001 [54]. 
 
Figura 4.19 – Ilustração retirada da publicação de Ross D.Meyer [54], de modo a ilustrar o cálculo da 
carga inerente ao processo de redução do filme. 
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Assumindo que todos os átomos de irídio são ativos electroquimicamente, a 
quantidade de óxido de irídio no elétrodo é estimada pela integração da densidade de 
corrente em função do potencial ao longo do processo de catódico, ilustrado na Figura 
4.19 a cinzento com legenda de CSC (cathodic charge storage capacity).  
De modo a perceber um pouco mais sobre a oxidação/redução do filme de óxido de 
irídio à superfície de elétrodo, realizou-se o estudo da estabilidade do mesmo filme em 
solução 0.1M de H2SO4 apresentado na figura seguinte. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.20 – Resposta do filme de IrOx em H2SO4 0.1M quando submetido a varrimento de potencial 
entre -0.3 e 1 V vs SCE, = 50 mV/s. 
 
Pela observação da Figura 4.20 verifica-se que existe perda de carga do sistema 
redox com o número de ciclos, este decréscimo de carga pode ser explicado pela 
corrosão de material em pH muito baixo. Com o objetivo definido para a utilização do 
elétrodo em solução de vinho, os resultados apresentados na Figura 4.20 não são 
comprometedores uma vez que o pH do vinho varia entre 2 e 5. 
Foram efetuados os crescimentos galvanostáticos com densidade de corrente 
constante de 0.1 mA/cm2 fazendo variar a carga de cada crescimento de cada filme e 
por conseguinte a espessura do mesmo. Uma estimativa da espessura dos filmes de 
IrOx depositados pode ser obtida a partir da seguinte relação [39]: 
𝒉 =
𝑸𝑴𝒘
𝒏𝒅𝑭𝑨
                                                                 (4.9) 
Q – Carga envolvida no processo redox 
Mw – Peso Molecular do óxido de irídio;  
n – número de eletrões; 2 
d – densidade do óxido de irídio; 11.69 g cm-3 
F- constante de faraday; 96485.3415 Cmol-1 
A- área do elétrodo; 0.0314 cm-2 
Não foram calculadas as espessuras dos diferentes filmes devido à incerteza 
associada à estrutura química do óxido de iridio formado, contudo esta expressão 
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permite-nos afirmar que um aumento na carga corresponde a um aumento na 
espessura. 
Na figura seguinte apresentam-se as respostas eletroquímicas registadas em 
tampão universal pH 5.6 para filmes de IrOx crescidos pelo método galvanostático com 
diferentes cargas de crescimento. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.21 – Resposta eletroquímica em tampão universal pH 5.6 dos filmes crescidos 
galvanoestaticamente com i= 0.1 mA/cm2 e diferentes cargas de crescimento quando submetidos a 
varrimento de potencial entre -0.5 e 0.6 V vs SCE,  = 50 mV/s. 
 
A Figura 4.21 permite verificar que quanto maior a espessura do filme, maior a 
quantidade de matéria eletroactiva e por conseguinte maior sinal de resposta no 
varrimento de potencial anódico e catódico aumentando também o tempo necessário 
para a transferência de carga como se pode verificar pelo afastamentos entre os picos 
do par redox. A resposta de cada filme quando sujeita a uma mudança brusca no pH é 
apresentada na Figura 4.22 para cada condição de crescimento. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.22 – Registo da variação de potencial dos diferentes filmes quando expostos a variações 
bruscas de pH, tanto para valores inferiores ao valor base, 6.07, como para valores superiores. 
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Método
Variável
(mC/cm2)
Carga 1º ciclo
(mC)
Carga do 10º 
ciclo (mC) 
Perda
de Sinal
(%)
Carga após
sonicado 5 min 
(mC)
Perda de 
Carga (%)
t(ΔE/Δt)
(0,5 mV/min)
t(ΔE/Δt)
(0,2mV/min)
G
a
lv
a
n
o
st
á
ti
co
(0
,1
 m
A
c
m
-2
) 200 mCcm-2 0,6155 0,5553 9,78% 0,2543 54,2% 126 s 248 s
100 mCcm-2 0,6340 0,5800 8,51% 0,5647 2,64% < 5s 65 s
50 mCcm-2 0,3368 0,3184 5,46% 0,3051 4,17% > 500 s ---
10 mCcm-2 0,1711 0,15189 11,22 % 0,1446 4,79% > 500 s
Pela observação da Figura 4.22 verifica-se que a resposta para valores de pH mais 
elevados é mais instável do que a resposta para valores de pH baixos. Nos estudos 
seguintes somente se estudará a estabilidade para valores de pH mais baixos, 
contudo dentro da gama de interesse para a finalidade do elétrodo. 
Após o estudo de estabilidade da resposta eletroquímica para a deposição de IrOx a 
otimização das condições de crescimento foi efetuada considerando os seguintes 
parâmetros obtidos durante a caracterização dos filmes como sensores de pH: 
 
 Linearidade da curva de calibração obtida e declive observado 
 Aderência dos filmes ao substrato. Medida através do cálculo da resposta 
eletroquímica antes e após sonicação durante 5 minutos. 
 Tempo requerido para obter uma variação de E/t = 0.2 mV/min quando se 
realiza um salto de pH de 7.27 para 1.90 com registo do transiente de 
potencial durante 500 s.  
 
Na tabela seguinte encontram-se compilados os resultados obtidos considerando 
os parâmetros previamente selecionados. Na primeira parte da tabela compara-se a 
estabilidade dos filmes obtidos através da perda de eletroatividade registada entre a 
carga obtida no primeiro ciclo de caracterização versus a determinada após 10 ciclos 
consecutivos. Verifica-se que ocorre uma perda de sinal entre 5 e 11 %, tendo o 
melhor resultado sido obtido para filmes com cargas de crescimento de 50 mC/cm2. No 
entanto, os resultados obtidos após sonicação, segunda parte da tabela, são 
inequívocos na seleção dos filmes crescidos com 100 mC/cm2. Não só os resultados 
indicam que são estes os revestimentos mais aderentes, apenas uma perda de sinal 
de 2,64 % após submissão ao processo agressivo de sonicação, como são aqueles 
em que a resposta do sensor é mais rápida atingindo um drift de 0.5 mV/min após 5 s 
e de 0.2 mV/min após 65 s. 
 
Tabela 4.6 – Resultados obtidos considerando os parâmetros descritos anteriormente para a seleção das 
condições de deposição dos filmes de IrOx em ouro. 
 
 
 
 
 
 
A representação gráfica, relativa aos dados apresentados na tabela anterior, pode 
ser analisada nas figuras seguintes. 
A Figura 4.23 ilustra o registo do sinal para os diferentes filmes quando submetidos 
a uma variação brusca no valor do pH da solução na qual estão imersos. Destes 
registos foram retirados os valores de drift de ΔE/Δt para 0.5 mV/min e 0.2 mV/min. 
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Figura 4.23 – Registo da variação de potencial observada para os filmes de IrOx depositados com 
diferentes espessuras quando submetidos a uma alteração brusca do valor do pH da solução na qual 
estão imersos. 
 
Na Figura 4.24 estão apresentados os resultados obtidos para os filmes crescidos 
nas condições otimizadas, método galvanostático a 0.1 mA cm-2 com 100 mCcm-2 de 
carga de deposição. Encontra-se apresentado a resposta do sensor, em mV, com o 
tempo de imersão em soluções com diferentes valores de pH. 
 
 
Figura 4.24 – Transientes da resposta do sensor de pH baseado num filme de IrOx depositado em ouro 
pelo método galvanostático a 0.1 mA cm-2 com 100 mC cm-2 de carga de deposição. 
 
Observando as curvas de calibração dos diferentes filmes de óxido de irídio 
testados, Figura 4.25, verifica-se que todos apresentam uma boa linearidade no 
intervalo de pH estudado (2 a 7) com coeficiente de correlação na ordem de 0.999. No 
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entanto como se pode observar os declives obtidos são bastante superiores aos 
teóricos esperados de -59.2 mV/pH indicando que os filmes obtidos por via 
eletroquímica têm uma resposta supra-nernstiana, eventualmente pela formação de 
óxidos mistos de IrOx. 
 
Figura 4.25 – Representação gráfica das curvas de calibração obtidas para os filmes de IrOx depositados 
com diferentes cargas de crescimento. 
 
Os resultados anteriores demonstram a obtenção de elétrodos de pH de estado 
sólido com boa resposta que através da deposição de um filme de IrOx. As condições 
de deposição dos filmes foram otimizadas considerando os parâmetros experimentais 
e a resposta dos elétrodos como sensores de pH extensivamente caracterizada. 
 
4.4.1.3. Aplicação de elétrodos de IrOx para a determinação do pH do 
vinho 
 
Após a obtenção dos sensores de pH baseados óxido de irídio, descritos 
anteriormente, funcionais e com boa resposta à alteração do pH da solução em 
tampão, testou-se a aplicação dos mesmos na medição do pH de amostras de vinho. 
Na Figura 4.26 está registado o perfil de sinal obtido, com o elétrodo de IrOx obtido 
de acordo com as condições previamente otimizadas, quando imerso numa solução 
padrão de vinho (Tritivin AA1). 
De acordo com o certificado de análise da amostra o pH da solução é de 3,66. No 
entanto recorrendo a um elétrodo comercial de vidro o valor de pH medido foi de 3,58. 
A aplicação do sensor de pH desenvolvido baseado em óxido de irídio foi de 6,87. 
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Figura 4.26 – Resposta do sinal de um elétrodo de IrOx imerso numa solução de vinho padrão da Tritivin 
AA1. 
 
Estes resultados indicam que o sensor de pH baseado em IrOx não permite a 
medição do pH de amostras de vinho. De facto pela análise da figura verifica-se que 
nunca se atinge uma estabilização do sinal medido eventualmente devido à presença 
de espécies redox presentes nas amostras reais que interferem com o processo de 
medição. O mesmo ensaio foi realizado submetendo a amostra de vinho a uma coluna 
de extração, onde os compostos responsáveis pela coloração ficaram adsorvidos, e o 
resultado obtido foi idêntico. 
Na tentativa de minimizar a interferência dos compostos presentes no vinho, uma 
fina camada de polifenol foi crescida à superfície do IrOx. O crescimento foi efetuado 
realizando dois ciclos de varrimento de potencial entre 0.2 e 1.0 V versus SCE com 
velocidade de varrimento de 2 mV/s em tampão fosfato salino pH 7 com 10 mM de 
fenol. O crescimento é apresentado na Figura 4.27, bem como o transiente de 
potencial representativo da resposta na presença de soluções com diferentes pH’s.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.27 – Crescimento potenciodinâmico de filme de polifenol na superfície de IrOx entre 0.2 e 1V vs 
SCE com velocidade de varrimento = 2 mV/s, transiente de potencial do elétrodo modificado com polifenol 
para três valores de pH distintos. 
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Pela observação do transiente de potencial representado na Figura 4.27, verifica-se 
que a resposta do elétrodo de pH passivado com a camada de polifenol é mais lenta, 
demora mais a estabilizar o potencial para um determinado pH, sendo mais lento para 
pH mais elevados. 
Foi realizado uma curva de calibração em tampão e um ensaio com vinho AA1 da 
tritivan para verificar se os problemas obtidos anteriormente eram colmatados com 
recurso à passivação do elétrodo, Figura 4.28.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.28 – Representação gráfica da curva de calibração obtidas para o filme de IrOx passivado com 
um filme de polifenol e respetiva resposta do sinal de elétrodo quando imerso numa solução de vinho 
padrão da Tritivin AA1. 
O potencial de circuito aberto para o elétrodo imerso em vinho AA1, ao final de 
1000 segundos não estabilizou, apresentando um valor de 240 mV o qual através da 
recta de calibração corresponde a um valor de pH = 6.19. A espera pela estabilização 
do sinal somente iria afastar ainda mais o valor de pH do rotulado no certificado de 
análise (3.66). Desta forma pode-se aferir que a passivação do elétrodo de óxido de 
irídio recorrendo à formação de uma camada de polifenol não resulta para eliminar 
interferentes presentes no vinho. 
 De forma a ultrapassar este constrangimento foram efetuados estudos de 
aplicação de membranas baseadas em Nafion à superfície dos elétrodos de forma a 
isolar a superfície de óxido de interferentes aniónicos presentes na amostra, 
permitindo no entanto a passagem de protões necessário à medição do valor de pH. O 
esquema apresentado na figura seguinte ilustra o procedimento experimental a ser 
adotado para a imobilização da membrana de Nafion no elétrodo. 
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Figura 4.29 – Esquema ilustrativo do procedimento experimental a ser adotado para o revestimento dos 
elétrodos de pH com filmes de Nafion. 
 
O passo de aquecimento do elétrodo modificado com nafion é bastante importante, 
pois aumenta a estabilidade física e a seletividade contra aniões. O aquecimento do 
Nafion perto da temperatura vítrica faz com que a estrutura micelar do nafion 
depositado a frio, inverta e passe os grupos sulfónicos das micelas do exterior para o 
interior das mesmas aumentando assim a densidade de carga com a diminuição dos 
orifícios internos. [55]. 
A adsorção da membrana de Nafion à superfície de elétrodo foi avaliada 
observando a resposta do elétrodo numa solução contendo o par redox ferro III/II, 
apresentado na Figura 4.30.  
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Figura 4.30 – Resposta de um elétrodo de Au/IrOx com e sem membrana de Nafion numa solução de 
5mM de K3Fe3(CN)6, = 50 mV/s. 
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Pela observação da Figura 4.30 verifica-se que a membrana de nafion está 
presente no eléctrodo, inibindo totalmente a oxidação e redução do ferro III/II na 
superfície de elétrodo, tal como esperado, uma vez que a membrana permite somente 
a passagem de protões inibindo compostos aniónicos de se aproximarem à superfície 
de elétrodo. 
De modo a avaliar a resposta do elétrodo modificado, realizou-se uma curva de 
calibração da resposta do mesmo em função do pH, Figura 4.31, verificando-se que o 
elétrodo modificado apresenta um tempo elevado para estabilizar o sinal, optou-se por 
adquirir valores ao final de 500 segundos de modo a que o sinal estabilizasse. 
 
Figura 4.31 – Representação gráfica da curva de calibração obtidas para o filme de IrOx modificado com 
uma membrana de Nafion e na ausência da mesma para diferentes pH’s. 
A linearidade apresentada pelo elétrodo modificado com Nafion decresceu em 
relação ao elétrodo sem nafion, este facto pode ser devido à dificuldade de 
estabilização do sinal, possivelmente poderia ser colmatado com a aquisição de sinal 
a um tempo superior, contudo essa medida vai contra o pretendido, aumentando o 
tempo de resposta do elétrodo. 
Utilizou-se o vinho AA4 da tritivan para avaliar a resposta do elétrodo na presença 
de vinho. O certificado do vinho AA4 enuncia pH de 2.83, o mesmo foi confirmado com 
recurso ao elétrodo de pH de vidro apresentando valor idêntico ao mencionado no 
certificado, para o elétrodo modificado com Nafion o resultado foi de 361.8 mV após 
500 segundos de imersão do elétrodo na solução, representando um valor de pH de 
3.31, e tal como verificado anteriormente o sinal de potencial decresce com o aumento 
do tempo, sugerindo que ao aumentar o tempo de aquisição o sinal de pH se afasta 
ainda mais do sinal real. 
Desta forma, excluiu-se o uso de Nafion para inibir os interferentes presentes no 
vinho com vista ao uso direto do elétrodo de pH de estado solido. 
Apesar dos avanços conseguidos no decurso deste trabalho é necessario mais 
optimização para a sua utilização na determinação do pH dos vinhos  
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4.4.1.4. Preparação de um elétrodo de ião seletivo de amónio de estado 
sólido 
 
Nas últimas décadas a aplicação de sensores potenciométricos na monitorização 
de gases tem-se desenvolvido rapidamente, nomeadamente na deteção de oxigénio, 
dióxido de carbono, iões amónio entre outros [37] [56]. 
A construção do primeiro sensor potenciométrico, para a determinação de dióxido 
de carbono no sangue foi desenvolvida por Severinghaus e Bradley em 1958 [56]. 
Esta configuração apresenta no entanto, algumas limitações, nomeadamente: 
 Resposta e tempos de recuperação lentos, principalmente a baixas 
concentrações de gases 
 Baixa seletividade a outros gases que possam difundir pela membrana (e.g. 
CO2) 
 Limites de deteção elevados 
 Dificuldades de miniaturização 
 
De forma a ultrapassar estas limitações é possível a construção de ISE em estado 
sólido, no qual a medição do ião NH4+ é medido diretamente em solução sem ser 
necessário qualquer tipo de pré-tratamento da solução de vinho com químicos 
cáusticos, onde a libertação de gases nocivos é evitada, tal como proposto na 
execução do corrente projeto. 
A eliminação da solução interna de eletrólito de elétrodos seletivos de iões 
convencionais resulta em ISE elétrodos de estado sólido, os quais são mais 
duradoiros, e mais fáceis de miniaturizar. No entanto para obter este tipo de elétrodos 
com um potencial de elétrodo estável, é necessário ter um sistema de transdução 
iónico-eletrónico suficientemente rápido e reversível em estado sólido sem a 
contribuição de reações paralelas parasitas. Este sistema de transdução é fornecido 
por uma camada intermédia que possua um sistema de condução misto iónico e 
eletrónico entre o elemento de referência e a membrana sensível ao ião a medir [57]. 
A solução de membrana é preparada conforme descrito na secção 4.3.3 e é 
adsorvida à superfície do elétrodo por deposição de 200 L e secagem da mesma ao 
ar durante sensivelmente 1 hora.  
Os primeiros resultados obtidos com este processo estão apresentados na figura 
seguinte, onde se verifica a linearidade da resposta do elétrodo em função da 
concentração de ião amónio, bem como a diferença na utilização de membrana no seu 
estado inicial ou utilizando o processo de hidratação descrito na secção 4.3.3  
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Figura 4.32 – Resposta de um sensor de iões amónio realizado através da deposição de uma membrana 
seletiva de iões amónio à superfície de um elétrodo de ouro. Comparação entre a resposta do sensor 
imediatamente após a sua construção (membrana não hidratada) versus a resposta obtida após 
hidratação da membrana por um período de 24 horas em 0.1M NH4Cl.  
 
Os resultados são bastante encorajadores verificando-se uma variação linear da 
resposta do sensor com o logaritmo da concentração de ião amónio presente em 
solução. Obtiveram-se declives na ordem dos 50 mV por Log[NH4+], próximos dos 
esperados 59 mV para elétrodos bem comportados. 
Foram testadas novas condições de imobilização da membrana à superfície de 
elétrodo, na Figura 4.32 são apresentados os resultados obtidos por imersão do 
elétrodo numa solução contendo a membrana em estado liquido, uma vez e cinco 
vezes, bem como um ensaio idêntico ao ensaio anterior em que são deixados 200 L 
em cima do elétrodo (deposição) e espera-se que seque por uma hora; a repetição 
pretende avaliar se este método é reprodutível. 
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Figura 4.33 – Resposta de vários sensores de iões amónio realizados através de uma membrana seletiva 
de iões amónio à superfície de um elétrodo de ouro. Comparação entre deposição da membrana (verde e 
cor de laranja) ou formação da mesma por imersão de uma vez (cinza) e 5 vezes (azul)..  
 
A Figura 4.33 permite verificar que o uso de duas técnicas distintas de preparação 
de membranas à superfície de elétrodo produz resultados bem distintos. No caso de 
imersão do elétrodo numa solução de membrana, observa-se que uma única imersão 
representa uma gama de linearidade baixa e a resposta do elétrodo encontra-se 
bastante longe do esperado, mas com o aumento para 5 imersões a gama de 
linearidade aumenta bem como o declive se aproxima do esperado, este resultado 
pode indicar ser necessário mais imersões para obter uma membrana estável. O 
resultado das membranas produzidas por deposição são distintos, apesar do 
procedimento ser idêntico para as duas. 
Na tentativa de melhorar a reprodutibilidade e a própria estabilidade do sensor de 
iões amónio, optou-se por introduzir uma camada entre a membrana seletiva de iões 
amónio e o elétrodo de ouro de modo a obter um sistema misto iónico-eletrónico, para 
isso utilizou-se o elétrodo modificado com óxido de irídio proveniente do 
desenvolvimento de um elétrodo de pH e modificou-se um elétrodo com um filme de 
polipirrolo. Cada um destes elétrodos foi modificado com uma membrana seletiva de 
iões amónio, por deposição de 200 L de solução de membrana em cima de cada um 
e deixando secar durante uma hora, a resposta dos mesmos em função do logaritmo 
da [NH4+] é apresentada na Figura 4.34. 
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Figura 4.34 – Resposta de dois sensores de iões amónio realizados através da deposição de uma 
membrana seletiva de iões amónio à superfície de a) elétrodo modificado com óxido de irídio hidratado e 
não hidratado e b) elétrodo modificado com filme de polipirrolo não hidratado.  
 
Apesar dos diferentes elétrodos apresentarem linearidade com o log da [NH4+] a 
variação do sinal com a concentração está longe do valor esperado. Através destes 
resultados não se pode verificar qualquer vantagem em utilizar um condutor misto para 
favorecer a transferência eletrónica entre a membrana e o elétrodo. 
Por forma a avaliar de forma critica a estabilidade dos diferentes elétrodos de 
estado sólido formados, tem sido descrito na literatura [58] [59] que a aplicação de um 
pulso de corrente ao sistema corresponde a condições extremas, em comparação com 
medidas potenciométricas convencionais, e que informação mais fidedigna pode ser 
retirada do comportamento dos elétrodos a esta perturbação. Exemplos do transiente 
de potencial-tempo registados após a aplicação de correntes de ± 1 nA a elétrodos 
contendo uma interface de polipirrolo e uma membrana hidratada e não hidratada 
estão representados figura seguinte. 
Através destes ensaios de cronopotenciometria é possível visualizar imediatamente 
as diferenças na estabilidade dos elétrodos sem se ter de se realizar estudos de 
estabilidade de longo termo. 
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Figura 4.35 – Cronoamperograma efetuado por aplicação de dois pulsos de corrente, o primeiro com -1 
nA durante 60 segundos, seguido de um pulso com 1 nA durante mais 60 segundos, para os diferentes 
elétrodos identificados na figura. 
 
Pela análise dos cronoamperogramas observa-se que o elétrodo modificado com 
polipirrolo e membrana seletiva de iões amónio hidratada é o que apresenta melhores 
resultados em relação aos restantes elétrodos, uma vez que o salto de potencial entre 
a aplicação de -1nA para 1nA é quase inexistente, indicando que a resistência da 
membrana é quase nula, bem como a inexistência de drift de potencial tanto na 
aplicação de -1nA como de 1nA indicando grande estabilidade do elétrodo, verifica-se 
também a importância do processo de hidratação uma vez que os resultados são 
bastante distintos. A partir destes ensaios é possível verificar que o elétrodo com 
membrana seletiva de amónio sem condutor misto entre as camadas apresenta uma 
resposta mais lenta à aplicação de corrente, sendo possível verificar drift ao longo dos 
60 segundos que precedem e procedem a inversão de corrente. 
Os estudos realizados diretamente em amostras reais, vinho, revelaram que a 
utilização destas membranas não é exequível. Uma possivel explicação poderá ser 
explicada pelo fato dos coeficientes de seletividade dos iões potássio e iões amónio 
serem bastantes próximos como se verifica pela observação da Figura 4.36, e sendo o 
vinho rico em iões potássio, resultado da adição de sais deste elemento durante o 
processo de fabrico. Estes muito provavelmente interferem na quantificação de iões 
amónio.  
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Figura 4.36 – Coeficientes de seletividade, logKNH4,j pot, para diferentes elétrodos seletivos de iões amónio 
reportados na literatura [60].  
 
No âmbito do Bionitro no qual estes resultados foram desenvolvidos, estes 
elétrodos foram aplicados separando-se a amostra de vinho do sistema de deteção 
através de uma membrana permeável a gases por recurso a uma estrutura de 
microfluídicas. 
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4.4.2. Desenvolvimento de um método de deteção de azoto assimilável por 
medidas de fluorescência na plataforma Enosense®  
 
Os resultados apresentados no subcapítulo anterior demonstraram alguma 
dificuldade de implementação do sistema de quantificação de azoto assimilável em 
vinho recorrendo ao elétrodo seletivo de iões amónio previamente desenvolvido.  
No decorrer da leitura e estudo dos artigos científicos respeitantes à determinação 
de aminoácidos primários por métodos óticos constatou-se que a mesma metodologia, 
envolvendo os mesmos reagentes poderia ser empregue para a deteção de diferentes 
compostos de interesse analítico em matrizes de vinho.  
No esquema seguinte apresenta-se de forma ilustrativa as possibilidades de 
determinação de -aminoácidos, iões amónio e sulfito, recorrendo ao mesmo reagente 
de partida (o-ftaldeído), quantificados pela absorvância ou fluorescência emitida por 
produtos de reação idênticos (isoindolos). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.37 – Esquema representativo da possibilidade de deteção de diferentes compostos recorrendo à 
reação de o-ftaldeído com diferentes nucleófilos.  
 
O princípio base na quantificação dos -aminoácidos, iões amónio e sulfito é 
sempre idêntico alterando-se apenas o nucleófilo que reage (tiol ou sulfito) e 
colocando o mesmo em excesso no caso da determinação de aminoácidos e iões 
amónio.  
Neste subcapítulo desenvolveram-se duas metodologias analíticas para a 
determinação de dois compostos, azoto amoniacal e aminoácidos primários, usando a 
mesma plataforma de análise, baseada em medidas de fluorescência. 
 A opção por métodos baseados em fluorescência em detrimentos de medidas de 
absorvância decorre do fato de a plataforma de deteção desenvolvida pela empresa 
fazer uso se um led  a 365 nm para a deteção de outros compostos. A utilização deste 
led tal como será demonstrado posteriormente não permite realizar medições de 
absorvância dos isoindolos ao limites de deteção desejados. Em contrapartida, 
técnicas analíticas baseadas em fluorescência são cerca de 1000 vezes mais 
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sensíveis que as correspondentes baseadas em medidas espectrofotométricas [61]. A 
razão para a elevada sensibilidade está normalmente atribuída ao fato de o sinal de 
emissão medido estar bem acima do sinal de fundo resultando num aumento do limite 
de deteção com a possibilidade de se usar menor amostra.  
Existe ainda uma vantagem significativa nestes métodos, nomeadamente no que 
respeita à determinação de iões amónio, uma vez que será possível a determinação 
desta não recorrendo a métodos enzimáticos. Desta forma não só o custo final por 
análise diminui de forma significativa como os problemas associados à estabilidade a 
longo prazo das biomoléculas é eliminado. 
A avaliação da qualidade dos resultados obtidos com as novas metodologias 
desenvolvidas foi efetuada por comparação com procedimentos utilizando métodos 
tradicionais de análise. 
 
4.4.2.1. Estado da arte na determinação de iões amónio e aminoácidos 
primários através da sua reação com OPA 
 
No inicio dos anos 70 foi identificado um produto da reação entre o composto orto-
ftalaldeído (OPA), um tiol e aminoácidos primários, isoindolo [62], interessante devido 
à sua fluorescência quando excitado com luz de comprimento de onda na ordem dos 
330 nm mas também porque se mostrou estável espectrofotometricamente permitindo 
observar proporcionalidade entre a luz absorvida e a concentração de aminoácidos 
[63], Figura 4.38. 
 
 
Figura 4.38 – Esquema reacional da OPA/tiol com uma aminoácido primário em meio básico [64]. 
 
Recorrendo à formação destes derivados, variando a temperatura da reação e o 
método de deteção de UV, estes foram utilizados na determinação de concentração de 
tiol em produtos farmacêutico [65], na quantificação do número de grupos amina em 
proteínas [66] em urina e plasma [61] e noutros fluidos biológicos [67] [63]. O uso da 
propriedade de fluorescência dos isoindolos é bastante utilizado em técnicas 
cromatográficas recorrendo a diferentes tióis, tais como 2-mercapto etanol [68], ácido 
3-mercaptopropionico [69] entre outros [70]. 
Estes compostos tornaram possível uma evolução nas técnicas de quantificação de 
aminoácidos primários [12], iões amónio [71] e sulfitos [72] na indústria agroalimentar. 
Como referido na introdução, Dukes and Butzke [12], desenvolveram um método 
que intitularam de NOPA (nitrogen by OPA) para detetar aminoácidos primários 
Desenvolvimento de um sistema de quantificação de azoto assimilável em vinho 
195 
 
através da formação de derivados na reação do azoto alfa dos aminoácidos com OPA 
e Acetilcisteína (NAC) em sumo de uva/mosto. Neste método somente aminoácidos 
primários reagem formando o isoindolo de interesse à exceção da prolina e 
hidroxiprolina que não permite a sua deteção através desta técnica. A prolina é 
frequentemente abundante no mosto de vinho [73] contudo devido ao fato de esta não 
ser assimilada pelas leveduras no processo de fermentação alcoólica [74] não constitui 
um problema para a técnica na determinação de aminoácidos assimiláveis. Esta 
técnica apareceu tornando a quantificação por espectroscopia de UV mais rápida e 
simples que a efetuada recorrendo a cromatografia, tornando possível a existência de 
kits comerciais para a determinação de aminoácidos primários na industria vitivinícola 
recorrendo a espetrofotómetros. 
A reação da OPA foi bastante estudada com diferentes tióis na presença de 
aminoácidos primários, mas um outro agente redutor revela grande importância para a 
indústria, o sulfito. Utilizando o sulfito com agente redutor torna-se possível efetuar a 
determinação de iões amónio [75] [76], verificando-se que o composto reage com iões 
amónio e não sofre interferência de aminoácidos primários na solução. Tendo ainda a 
vantagem de que com o sistema NH4+-OPA-SO32- é possível detetar iões amónio ou 
detetar sulfito [77] [72] pela mesma metodologia, são dois elementos de relevo na 
indústria vinícola. 
Para a utilização destes sistemas é necessário não só conhecer o espectro de 
absorção do composto, por forma a selecionar o comprimento de onda ideal para a 
fonte de excitação, mas também o espectro de emissão dos isoindolos formados. Os 
espectros obtidos para o sistema -aminoácidos-OPA-NAC, tal como o espectro 
relativo à emissão do led, está representado na Figura 4.39.  
 
Figura 4.39 – Espectro de absorção e emissão do complexo formado na reação -aminoácidos-OPA-
NAC e espectro de emissão do led. 
 
Os espectros registados demonstram que um led com pico de emissão a 365 nm 
permite a excitação do produto da reação, devido à sua sobreposição com o respetivo 
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espetros de absorção, e que as medidas de fluorescência se deverão efetuar no 
máximo do espetro de emissão, 450 nm para o sistema -aminoácidos-OPA-NAC. 
Resultados idênticos foram obtidos para o sistema NH4+-OPA-SO32- sendo neste caso 
a aquisição do sinal de emissão efetuada 421 nm. 
 
4.4.2.2. Plataforma Enosense®  
 
A plataforma Enosense® vem sendo construída ao longo do tempo consoante as 
necessidades impostas pelos parâmetros a analisar e pela sua metodologia.  
A base de construção baseia-se em algumas premissas fundamentais impostas 
pelo rumo que a empresa pretende seguir: 
 Permitir realizar medidas de absorvância 
 Sistema de emissão de luz e de aquisição 
 Sistema que permita analisar diferentes tipos de chip e compostos 
 Sistema de mistura de líquidos 
 Sistema de bomba e válvula permitindo controlo de microfluídica. 
O sistema construído neste momento, contempla a introdução de uma estrutura de 
microfluídica para cada parâmetro, previamente cheio com os reagentes necessários. 
Dentro desse sistema é realizado de forma autónoma a alíquota exata da amostra, 
permitindo que seja introduzida amostra em excesso e o sistema faz a medição de 
uma quantidade fixa a introduzir na reação. O líquido é levado através de sistema de 
bombas e válvulas a um reator onde é homogeneizado recorrendo a um sistema de 
mistura desenvolvido pela empresa que está em fase de patenteamento. Após 
homogeneização da solução esta é direcionada para um canal de medida onde é 
determinada a absorvância da solução, neste momento o equipamento está preparado 
para obter a absorvância a um único comprimento de onda, 365 nm, sendo a fonte de 
luz composta por um led a esse comprimento de onda, contudo o equipamento está 
preparado para uma fácil e rápida mudança do led em questão para outro de diferente 
comprimento de onda, bem como para no futuro incluir vários leds de diferentes 
comprimentos de onda. O sistema de aquisição de luz é composto por um 
espectrofotómetro miniatura da marca Hamamatsu modelo C12666MA, permitindo 
deste modo a ausência de filtros e aquisição a um comprimento de onda fixo. 
 
4.4.2.3. Deteção de aminoácidos primários em amostras de vinho por 
fluorescência  
 
Os resultados obtidos durante o desenvolvimento do novo método serão 
comparados com os resultados obtidos utilizando o kit comercial da empresa 
Megazyme (K-PANOPA3), este kit comercial tem em conta a absorção dos isoindolos a 
340 nm. 
                                               
3 https://secure.megazyme.com/Primary-Amino-Nitrogen-Assay-Kit 
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Na Figura 4.40 é possível observar em melhor detalhe o espectro de absorção do 
produto da reação para o sistema -aminoácidos-OPA-NAC. A variação acentuada de 
absorvância registada entre o máximo do pico de absorção, a cerca de 335 nm e o 
comprimento de onda selecionado e fixo no equipamento para a fonte de luz (365 nm 
± 10 nm) explica a impossibilidade de usar o equipamento Enosense®, nesta 
configuração, para medidas de absorvância deste composto. Isto é, o coeficiente de 
extinção do isoindolo formado, a 365 nm, é demasiado baixo para permitir limites de 
deteção no intervalo desejado. 
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Figura 4.40 – Espectro de absorção de uma mistura de OPA-NAC-Aminoácidos primários. representação 
gráfica principal um zoom na área de cumprimentos de onda de interesse, e a representação gráfica 
inserida apresenta o espectro geral entre 330 e 600 nm. 
O estudo da aquisição de fluorescência proveniente da excitação do isoindolo a 365 
nm foi efetuado na plataforma Enosense®, os primeiros ensaios realizados consistiram 
no registo do sinal de fluorescência obtido com a variação da concentração de 
isoleucina, cujos resultados se apresentam na figura seguinte.    
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
Figura 4.41 – Espectro de emissão de fluorescência da reação de OPA-NAC-Isoleucina para diferentes 
concentrações de isoleucina em solução. 
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Com o aumento sucessivo de isoleucina em solução observa-se um 
correspondente aumento da intensidade de luz proveniente da fluorescência do 
composto. A linha de base de sinal de fundo em torno das 5000 unidades relativas é 
devido à necessidade de se utilizar tempos de exposição do espectrofotómetro 
elevados (3s), necessário à recolha do sinal ótico pelo mesmo. 
Para a comparação de resultados entre os dois métodos, fluorescência e método 
tradicional por absorvância, decidiu-se determinar os aminoácidos presentes em 5 
vinhos distintos, 4 modelos de vinho provenientes da empresa Tritivan (AA1-AA4) e 
um vinho comercial da marca Conde Noble 2013 adquirido num supermercado local. 
Desta forma se existir uma influência da composição da matriz a mesma será revelada 
pela análise em diferentes vinhos. 
A cada vinho foi adicionado uma quantidade fixa de aminoácidos (28 e 42 ppb) 
sendo calculada a percentagem de recuperação, de modo a verificar o efeito matriz. 
De realçar que os valores absolutos de concentração de aminoácidos determinados, 
obtidos pela realização do método de forma tradicional (Kit comercial com medidas de 
absorvâncias) foram considerados os corretos, e a partir dos quais se efetuaram os 
cálculos de recuperação. 
Determinação da quantidade de aminoácidos primários presentes em cada amostra 
de vinho utilizando o Kit K-Panopa da Megazyme. 
 
As concentrações de aminoácidos primários presentes em cada vinho foram 
calculadas utilizando o kit comercial através de duas metodologias: a primeira, 
utilizando as informações diretamente do manual de instruções do kit; a segunda, 
realizando uma curva de calibração com o padrão de isoleucina fornecido no kit. O 
objetivo destas duas metodologias é de verificar o funcionamento do kit bem como os 
possíveis erros existentes entre os dois métodos de cálculo. 
O processo de medida descrito pela Megazyme consiste nos seguintes passos: 
1. Medição do branco (substituição da amostra por água) antes (A1Branco) e 
depois (A2Branco) de adicionar a solução de OPA. 
2. Realizar o mesmo procedimento com a amostra, medição de absorvância 
antes (A1Amostra) e depois (A2Amostra) de adicionar a solução de OPA. 
 
 A absorvância da amostra é calculada do seguinte modo: 
 
Absorvância = (A2Amostra-A1Amostra) – (A2Branco-A1Branco)                      (4.10) 
 
Na tabela seguinte são apresentados os valores de absorvância obtidos para o 
branco e diferentes tipos de vinho não diluídos e para os vinhos diluídos duas vezes 
(e.x. AA1 2x) com adição de diferentes quantidades de aminoácidos (28 e 42 ppb), de 
modo a testar a taxa de recuperação. 
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Identif icação amostra
Absorvancia
(A1)
Absorvancia
(A2)
ΔAbsorvancia
AA1 0,282 0,521 0,210
AA1 2x 0,139 0,263 0,095
AA1 2x (28 ppb) 0,141 0,493 0,323
AA1 2x (42 ppb) 0,139 0,600 0,432
AA2 0,244 0,643 0,370
AA2 2x 0,127 0,334 0,178
AA2 2x (28 ppb) 0,131 0,576 0,416
AA2 2x (42 ppb) 0,13 0,687 0,528
AA3 0,14 0,479 0,310
AA3 2x 0,079 0,269 0,161
AA3 2x (28 ppb) 0,079 0,504 0,396
AA3 2x (42 ppb) 0,078 0,609 0,502
AA4 0,173 0,731 0,529
AA4 2x 0,093 0,380 0,258
AA4 2x (28 ppb) 0,093 0,610 0,488
AA4 2x (42 ppb) 0,093 0,720 0,598
V.Conde 0,266 0,917 0,622
V.Conde 2x 0,139 0,472 0,304
V.Conde 2x (28 ppb) 0,141 0,703 0,533
V.Conde 2x (42 ppb) 0,142 0,827 0,656
Branco
A1 A2
1 0,016 0,047
2 0,016 0,044
3 0,016 0,044
Média 0,016 0,045
Tabela 4.7 – Valores de absorvância para a determinação de aminoácidos primários utilizando o kit da 
Megazyme, no ensaio em branco e para os ensaios nos diferentes tipos de vinho. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para o cálculo da concentração de aminoácidos primários em mg/L aplica-se a 
seguinte formula: 
[𝐴𝑚𝑖𝑛𝑜á𝑐𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑝𝑟𝑖𝑚á𝑟𝑖𝑜𝑠](𝑚𝑔 𝐿⁄ ) =  
𝑉×𝑀𝑤×1000
𝜀 ×𝑑 ×  𝑣
× 𝛥𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑣𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎            (4.11) 
Em que: 
V = Volume total (mL) 
Mw = massa molecular azoto (g/mol) 
ε = Coeficiente de extinção molar do isoindolo a 340 nm (mol-1cm-1)  
d = percurso otico (cm) 
v = volume de amostra (mL) 
 
[𝐴𝑚𝑖𝑛𝑜á𝑐𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑝𝑟𝑖𝑚á𝑟𝑖𝑜𝑠](𝑚𝑔 𝐿⁄ ) =  
0.315×14.01×1000
6803 ×1 ×  0.005
× 𝛥𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑣𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎      (4.12) 
 
[𝐴𝑚𝑖𝑛𝑜á𝑐𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑝𝑟𝑖𝑚á𝑟𝑖𝑜𝑠](𝑚𝑔 𝐿⁄ ) =  129.74 × 𝛥𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑣𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎                  (4.13) 
 
A partir dos valores de absorvância obtidos e recorrendo à expressão de cálculo 
apresentada no parágrafo anterior foram obtidos os seguintes valores de concentração 
para os diferentes vinhos. 
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Identif icação
vinho
[  ]  mg/L
AA1 27,1
AA2 47,8
AA3 40,1
AA4 68,4
V.Conde 80,4
[  ]  mg/L
Recuperação
mg/L %
AA1 2x 12,3
AA1 2x (28 ppb) 41,7 29,5 105%
AA1 2x (42 ppb) 55,8 43,5 104%
AA2 2x 23,0
AA2 2x (28 ppb) 53,8 30,8 110%
AA2 2x (42 ppb) 68,2 45,2 108%
AA3 2x 20,8
AA3 2x (28 ppb) 51,2 30,4 108%
AA3 2x (42 ppb) 64,9 44,1 105%
AA4 2x 33,3
AA4 2x (28 ppb) 63,1 29,7 106%
AA4 2x (42 ppb) 77,3 43,9 105%
V.Conde 2x 39,3
V.Conde 2x (28 ppb) 68,9 29,6 106%
V.Conde 2x (42 ppb) 84,8 45,5 108%
0,0 2,0x10
-5
4,0x10
-5
6,0x10
-5
8,0x10
-5
1,0x10
-4
1,2x10
-4
1,4x10
-4
1,6x10
-4
1,8x10
-4
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
A
b
s
o
rv
a
n
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ia
[N] mol / L (cuvete)
y = 7274.7x
R
2
 = 0.9987
Tabela 4.8 – Valores de aminoácidos assimiláveis determinados recorrendo ao kit Megazyme para os 
diferentes vinhos (esquerda) e para os vinhos diluídos com adição de padrão para o estudo da 
recuperação. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pela observação da Tabela 4.8 acima apresentada, verifica-se que não existe 
interferência da matriz, pois apresenta boa recuperação das quantidades adicionadas 
aos vinhos, em média obteve-se recuperações de 107% ± 3%. 
De modo a perceber os desvios que podem afetar o ensaio direto do K-Panopa da 
Megazyme, foram calculados as mesmas concentração mas desta vez através da 
recta obtida numa curva de calibração efetuada diluindo o padrão proveniente no kit. A 
recta de calibração é apresentada na seguinte figura. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.42 – Curva de calibração realizada para o ensaio de NOPA realizado com o kit K-Panopa da 
megazyme. 
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Identif icação
vinho
[  ]  mg/L
AA1 25,5
AA2 44,9
AA3 37,6
AA4 64,2
V.Conde 75,5
[  ]  mg/L
Recuperação
mg/L %
AA1 2x 11,5
AA1 2x (28 ppb) 39,2 27,7 99%
AA1 2x (42 ppb) 52,4 40,9 97%
AA2 2x 21,6
AA2 2x (28 ppb) 50,5 28,9 103%
AA2 2x (42 ppb) 64,1 42,5 101%
AA3 2x 19,5
AA3 2x (28 ppb) 48,1 28,5 102%
AA3 2x (42 ppb) 60,9 41,4 99%
AA4 2x 31,3
AA4 2x (28 ppb) 59,2 27,9 100%
AA4 2x (42 ppb) 72,6 41,3 98%
V.Conde 2x 36,9
V.Conde 2x (28 ppb) 64,7 27,8 99%
V.Conde 2x (42 ppb) 79,6 42,7 102%
A determinação da concentração de aminoácidos assimiláveis recorrendo à curva 
de calibração obtida anteriormente é apresentado na forma de tabela. 
 
Tabela 4.9 – Valores de aminoácidos assimiláveis determinados recorrendo à curva de calibração 
efetuada com o kit K-Panopa da Megazyme para os diferentes vinhos (esquerda) e para os vinhos 
diluídos com adição de padrão para o estudo da recuperação. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Os resultados obtidos parecem indicar que a determinação utilizando o sistema 
direto apresenta valores por excesso de 6% indicando uma variação entre +1.65 mg/L 
para os valores de concentração mais baixos e +4.9 mg/L para as concentrações mais 
elevadas. 
A diferença de 6% nas concentrações é devida ao declive da recta que é de 7274.7 
enquanto o utilizado para o cálculo pelo método direto é de 6803. 
Apesar de a aproximação mais correta ser a de utilizar os resultados provenientes 
da curva de calibração, na prática o que os utilizadores finais usam é o método direto, 
de forma que serão esses os valores contra os quais o novo método se ira comparar.  
 
 Determinação da quantidade de aminoácidos primários presentes em cada vinho 
utilizando o método de deteção por fluorescência. 
 
A preparação dos ensaios é exatamente igual ao kit comercial da Megazyme, a 
única diferença passa pelo sistema de aquisição de sinal. Desta forma foi efetuada 
uma reta de calibração, Figura 4.41, utilizando o padrão fornecido pela Megazyme 
(isoleucina 140 mg/L). Na Tabela 4.10 são apresentados os valores de concentração 
para cada ponto da recta e os respetivos sinais de fluorescência. A curva de 
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Solução nº diluição [N] mg/L
[N] mg/L 
(Cuvete)
Sinal
1 10 14 0,222 627
2 5 28 0,444 1134
3 3,3 42 0,667 2036
4 2 70 1,111 3223
5 1 140 2,222 6312
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
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y = 2856.63x
R
2
 = 0.9981
calibração foi efetuada com tempo de exposição de 5000 s e intensidade do led de 
255 (máximo). 
 
Tabela 4.10 – Concentração e absorvância obtida para cada ponto da curva de calibração efetuada com 
aquisição de sinal por fluorescência. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.43 – Curva de calibração do ensaio NOPA com aquisição por fluorescência e solução padrão de 
isoleucina. 
Utilizando a recta de calibração anterior, os valores obtidos na determinação de 
aminoácidos primários para os diferentes vinhos são apresentados na Tabela 4.11 
enquanto os valores referentes às recuperações obtidas na adição de uma quantidade 
fixa de aminoácidos às soluções de vinho diluído 2 vezes são apresentados na Tabela 
4.12. 
 
Tabela 4.11 – Determinação de aminoácidos primários para os diferentes vinhos utilizando os dois 
métodos de determinação, a aquisição de sinal do NOPA por fluorescência e a K-Panopa. 
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Identificação 
amostra
[  ]  mg/L Recuperação
mg/L %
AA1 2x 11,46
AA1 2x (28 ppb) 39,23 27,77 99%
AA1 2x (42 ppb) 50,74 39,28 94%
AA2 2x 20,46
AA2 2x (28 ppb) 45,45 24,99 89%
AA2 2x (42 ppb) 59,52 39,06 93%
AA3 2x 17,18
AA3 2x (28 ppb) 43,89 26,71 95%
AA3 2x (42 ppb) 56,36 39,17 93%
AA4 2x 28,76
AA4 2x (28 ppb) 54,55 25,78 92%
AA4 2x (42 ppb) 71,16 42,39 101%
V.Conde 2x 37,06
V.Conde 2x (28 ppb) 59,44 22,39 80%
V.Conde 2x (42 ppb) 78,94 41,89 100%
Tabela 4.12 – Valores de concentração determinados pelo método de NOPA com aquisição por 
fluorescência para os vinhos diluídos e para os ensaios de adição de quantidade fixa de padrão com as 
respetivas recuperações. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Segundo os dados da Tabela 4.11 verifica-se que o valor determinado para a 
concentração de aminoácidos livres utilizando o método de aquisição de fluorescência 
apresenta valores 34% abaixo do obtido utilizando o kit da Megazyme, contudo os 
valores de recuperação obtidos situam-se nos 94% (Tabela 4.12), indicando que não 
existe interferência da matriz. 
 Estes resultados parecem indicar que o sistema responde em relação à adição de 
padrão (isoleucina), mas não responde da mesma maneira para os aminoácidos 
presentes no vinho. Tal resposta levou-nos a questionar o porquê da isoleucina como 
referencia no K-Panopa e a perceber a razão da sua escolha. 
O kit comercial K-Panopa da Megazyme tem por base científica o trabalho 
desenvolvido por  Dukes and Butzke [12], os quais selecionaram o padrão ideal para 
uma mistura de aminoácidos da seguinte forma: 
𝐴𝑏𝑠𝑇 = ∑ 𝐴𝑏𝑠𝑖
𝑛
𝑖=1 = ∑ 𝜀𝑖𝑐𝑖
𝑛
𝑖=1                                                (4.14) 
sendo: 
AbsT = absorvância total do padrão,  
Absi = absorvância individual de cada aminoácido,  
εi = absortividade molar de cada aminoácido  
ci = concentração molar aminoácido. 
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Solução nº Vtotal Vamostra [ N ] mg/L [ N ] mol/L Sinal
1 311 1 0,538 3,84x10-5 1343
2 312 2 1,073 7,66x10-5 2643
3 313 3 1,604 1,15x10-4 3908
4 314 4 2,132 1,52x10-4 5311
5 315 5 2,657 1,90x10-4 6532
6 316 6 3,178 2,27x10-4 8140
Sabendo a composição típica em aminoácidos primários das amostras, 
determinadas por ensaios de HPLC, calcularam a AbsT utilizando estas mesmas 
concentrações e utilizando coeficientes molar da literatura para cada aminoácido. 
Desta forma os resultados demonstraram que a  isoleucina seria o padrão ideal pois a 
sua absortividade molar é idêntica ao valor médio obtido para os diversos mostos e 
sumos de uva, revelando uma proporcionalidade e linearidade (y=1.00x ; R2 = 1.00) 
em relação aos ensaios utilizando HPLC [12].  
Compreendendo o conceito associado à escolha da isoleucina como padrão para o 
NOPA e sabendo que não existe relação direta entre a absortividade molar e a 
fluorescência relativa [78] torna-se percetível os resultados obtidos no cálculo dos 
aminoácidos primários com recurso a fluorescência. A recuperação do sinal 
proveniente da adição de isoleucina coincide com a reta feita com isoleucina como 
padrão (valor médio 94%) contudo na determinação dos diversos aminoácidos a 
isoleucina não é representativa dos diversos aminoácidos presentes. De modo a 
verificar a possibilidade de utilização de um novo padrão representativo em 
fluorescência utilizou-se uma solução de aminoácidos, Tabela 4.13, descrita como 
representativa da maior parte dos mostos apresentada na literatura [12]. 
 
Tabela 4.13- Constituintes de uma solução de aminoácidos utilizada como padrão, respetiva massa de 
cada constituinte, concentração e concentração em azoto. 
 
 
Com a solução de aminoácidos efetuada com o intuito de servir de padrão, de 
concentração 167.4 mg em azoto /L, realizou-se as seguintes soluções presentes na 
Tabela 4.14 e a respetiva curva de calibração apresentada na Figura 4.44. 
 
Tabela 4.14 – Valores da constituição de cada solução utilizada para efetuar a curva de calibração 
utilizando a solução de aminoácidos como padrão. 
 
 
 
 
 
 
Aminoácido mexp
[Aminoácidos] 
mM
[Aminoácidos] 
mg/L
[Aminoácidos] 
mg/L em N
Arginina 82,4 4,68 815,76 65,56
Alanina 26,2 2,90 258,07 40,55
Serina 13,8 1,30 136,62 18,20
Glutamina 18,8 1,27 186,12 17,83
Treonina 14,5 1,20 143,55 16,86
Valina 7,1 0,6 70,29 8,4
Total 11,96 1610,41 167,40
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Identif icação 
amostra
Vtotal Vamostra Sinal [ N ] mg/L K Panopa
Diferença entre 
métodos
AA1 320 10 1802,6 23,055 27,1 15%
AA2 315 5 1652,6 41,612 47,8 13%
AA3 315 5 1302,6 32,799 40,1 18%
AA4 315 5 2321,6 58,458 68,4 14%
Vconde 315 5 2731,6 68,781 80,4 14%
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Figura 4.44 – Representação gráfica da curva de calibração efetuada com a solução de aminoácidos 
contendo 167.4 mg em N /L como padrão. 
 
Pela observação da curva de calibração, Figura 4.44, realizada utilizando uma 
solução de aminoácidos como padrão e a apresentada na Figura 4.43 onde se usa a 
solução de isoleucina como padrão, é possível aferir pelo declive da recta que a 
solução de isoleucina apresenta uma fluorescência molar superior que a solução de 
aminoácido, sendo possível prever que os resultados no vinho estarão mais próximos 
com este padrão do que no padrão utilizado no NOPA. 
Os mesmos vinhos foram analisados recorrendo a esta curva de calibração e o 
ensaio de recuperação foi efetuado somente para os vinhos não diluídos, uma vez que 
já tinha sido demonstrada a não existência de interferência da matriz na medição do 
correspondente sinal ótico. Na Tabela 4.15 são apresentados os valores de 
recuperação dos vinhos em relação ao K-Panopa. 
 
Tabela 4.15 – Valores de concentração de aminoácidos assimiláveis utilizando os diferentes métodos de 
quantificação e os respetivos desvios entre os métodos. 
 
 
 
 
 
 
Os valores obtidos aproximam-se dos valores do K-Panopa, com uma diferença 
entre métodos de cerca de 15%, Tabela 4.15, contudo a escolha da referência ainda 
não é a mais acertada para a quantificação por fluorescência. A falta de informação na 
literatura em relação à fluorescência molar relativa [78], em comparação com a tão 
estudada absortividade molar, dificultam a tarefa na escolha do melhor aminoácido ou 
conjunto de aminoácidos para servir de referência para o teste. 
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A constância no desvio dos resultados face ao valor obtido pelo kit comercial, para 
os diferentes vinhos, permite afirmar que o método é valido e que um valor correto da 
concentração de aminoácidos é possível obter apenas multiplicando por um fator de 
correção, que contabilize a diferença entre o padrão isoleucina e a fluorescência molar 
real. 
Na tabela e na representação gráfica da Figura 4.45 apresentam-se os valores de 
taxas de recuperação e a linearidade obtida entre os dois métodos, através da 
aplicação de uma constante de correção (1/66 = 1.518) aos valores de concentração 
obtidos por fluorescência com a isoleucina como padrão. 
 
Tabela 4.16 – Valores de concentração de aminoácidos assimiláveis utilizando os diferentes métodos de 
quantificação e os respetivos desvios entre os métodos aplicando o fator de correção. 
 
Vinho 
[Aminoácidos]  mg/L Diferença entre 
métodos Fluorescência K-Panopa 
AA1 26.57 27.14 -2% 
AA2 49.04 47.81 +3% 
AA3 40.65 40.06 +1% 
AA4 63.89 68.36 -7% 
 
Figura 4.45 – Correlação obtida entre os resultados de concentração de -aminoacidos determinados 
pelo kit comercial K-Panopa e os determinados por fluorescência, aplicando o fator de correção. 
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Os resultados indiciam que por uma simples correção matemática, é possível 
ajustar a diferença entre os métodos de forma a contabilizar a não idealidade da 
isoleucina como padrão de referência para as medidas de fluorescência. 
Foram obtidas excelentes correlações entre os métodos para diferentes matrizes de 
vinho com valores dispersos entre os -2% e os 3 %. Exceção feita ao valor obtido para 
o vinho com a composição AA4 para o qual uma diferença mais acentuada foi 
observada, -7%, cuja causa não foi determinada. 
A representação gráfica na Figura 4.45 é ilustrativa da linearidade obtida entre os 
dois métodos com uma correlação na ordem dos 0.98, a qual será de 1 se não se 
considerar o resultado obtido para o AA4. 
Apesar de os resultados indicarem que estatisticamente os métodos parecem ser 
equivalentes entre si, esta conclusão apenas poderá ser definitiva através da sua 
análise recorrendo a um maior número de análises de modo a obter valores com 
significado estatístico.  
De enfatizar ainda, que estes estudos deverão ser validados em amostras de sumo 
de uva e mosto em fermentação, em detrimento do produto final, pois é nestas 
amostras que a concentração destes compostos é significativa. Estes estudos deverão 
ser acompanhados por quantificação dos aminoácidos individuais por medidas de 
HPLC e respetiva validação face a este método de referência. Na prática significa 
efetuar um estudo de validação semelhante ao desenvolvido para o método NOPA, 
por medidas de absorvância, por Dukes and Butzke [12]. 
 
4.4.2.4. Deteção de iões amónio em amostras de vinho por fluorescência  
 
Tal como anteriormente para a determinação dos aminoácidos primários, também 
para a determinação de iões amónio no vinho se fez uso de um método convencional 
tradicionalmente empregue para realizar a validação do método desenvolvido. 
O método usualmente empregue consistiu na utilização de um kit comercial, K-
Amiar, da empresa Megazyme utilizando a seguinte reação enzimática. 
2-Oxoglutarato + NADPH + NH4+    
𝑔𝑙𝑢𝑡𝑎𝑚𝑎𝑡𝑜 
𝑑𝑒𝑠𝑖𝑑𝑟𝑜𝑔𝑒𝑛𝑎𝑠𝑒
→             L-Glutamato +NADP+ +H2O  (4.15) 
 
A quantidade de NADP+ formada é estequiométrica com a quantidade de iões 
amónio presente na amostra, desta forma mede-se o consumo de NADPH refletido 
num decréscimo de absorvância a 340 nm. 
O método a desenvolver é baseado na reação de formação de isoindolos através 
da reação entre a OPA com sulfito e iões amónio, tal como previamente descrito. Os 
espectros de fluorescência obtidos para os isoindolos formados nestas condições 
encontram-se apresentados na Figura 4.46, quando efetuados com distintas 
concentrações de iões amónio.    
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Figura 4.46 – Espectro de emissão de fluorescência do isoindolo resultante da reação do sistema NH4+-
OPA-SO32- ilustrando a variação da concentração de iões amónio. 
Os espectros de emissão registados, são muito idênticos na forma e número de 
bandas de emissão aos anteriormente obtidos na determinação de -aminoácidos. 
Verifica-se no entanto um deslocamento global das bandas de emissão para valores 
inferiores de comprimentos de onda, com um máximo registado a 421 nm. 
Ao longo deste estudo analisou-se um vinho pelos dois métodos de quantificação. 
O método enzimático K-Amiar foi utilizado como comparação de modo a auxiliar no 
desenvolvimento do ensaio de fluorescência. Após ajuste dos parâmetros essenciais e 
mediante apresentação de resultados comparáveis com o K-Amiar, um vinho será 
analisado em duplicado recorrendo aos dois métodos de modo a verificar o 
sucesso/insucesso do ensaio por fluorescência. 
 
Determinação da quantidade de iões amónio presente no vinho comercial Conde 
Noble utilizando o Kit K-Amiar da Megazyme. 
 
Para a realização do ensaio utilizando o kit comercial K-Amiar procedeu-se de 
forma análoga ao realizado para a determinação no kit K-Panopa utilizando a mesma 
metodologia para a determinação da absorvância e cálculo das concentrações. 
Por uma questão de uniformização a concentração de iões amónio presente no 
vinho Conde Noble foi efetuada segundo as duas maneiras possíveis, recorrendo ao 
método de medida direto e à curva de calibração utilizando o padrão proveniente no kit 
da Megazyme (K-AMIAR), os resultados obtidos estão ilustrados na Figura 4.47 na 
forma de tabela de valores. 
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Amostra ΔAbsorvância
K-Amiar Reta
mg/L
vinho 0,202 14,306 15,776
padrão 0,534 37,818 41,526
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Figura 4.47 – Representação gráfica da curva de calibração realizada com o kit K-Amiar e respetiva 
tabela ilustrando os valores determinados para o vinho Conde Noble e para o padrão. 
 
Tal como anteriormente, verifica-se que os resultados obtidos de acordo com a reta 
de calibração são superiores aos obtidos pelo método direto, a diferença entre os 
métodos corresponde a 9% de erro, valor alto, mas aceitável para o propósito das 
medidas. Tal como anteriormente o valor a ter em conta no auxílio do desenvolvimento 
do novo método de quantificação de iões amónio será o obtido diretamente com o K-
Amiar.  
 
Determinação da quantidade de iões amónio presente no vinho comercial Conde 
Noble com recurso ao método de quantificação por fluorescência em desenvolvimento. 
 
Para a determinação de iões amónio com o método de deteção da fluorescência do 
isoindolo proveniente da reação NH4+-OPA-SO32-, por ser um método em 
desenvolvimento e ainda não ter sido reportado para o vinho, foi necessário testar 
condições da reação e adaptar as devidas concentrações com recurso a publicações 
existentes que utilizam o sistema idêntico para deteção de iões amónio em água [79] 
[80]. 
A gama de linearidade inicialmente testada foi escolhida em função da quantidade 
de iões amónio que normalmente pode estar presente ao longo do processo de 
vinificação, 20-400 mg / L. Na Figura 4.48 está representada uma tabela com os 
valores utilizados para efetuar a curva de calibração e a respetiva correção aos 
valores utilizando a recta de calibração ilustrada na mesma figura. 
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Ião amónio 
(ng)
Sinal
Ião amónioreta
(ng)
40 241 44,80
80 568 77,24
120 997 119,80
160 1406 160,38
300 2724 291,13
400 3888 406,61
Vinho -348 0
Vinho + 200ng -111 0
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y = 10.08x - 210.62
R2 = 0.9984
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.48 – Representação gráfica da curva de calibração realizada para quantificar iões amónio com 
recurso à fluorescência do isoindolos e respetiva tabela ilustrando os valores utilizados na curva e a 
posterior correção aos mesmos pela equação da reta. 
 
Nas condições em que se realizaram estes ensaios, 150 segundos de reação com 
tempo de aquisição de 1000 s e led com intensidade máxima, verifica-se grande 
interferência por parte da matriz de vinho, pois o sistema não conseguiu detetar a 
presença de iões amónio no vinho nem em vinho com adição de 200ng de padrão de 
iões amónio. Neste caso o ensaio em si efetua uma diluição da amostra de 51x tendo 
em conta que se utiliza 2 L de amostra num volume total de 102 L. 
Na tentativa de obtenção de uma maior amplitude de sinal entre os vários pontos, a 
reação foi medida ao final de 2 horas, e foi realizada uma nova curva de calibração 
para as novas condições, Figura 4.49. Estudos preliminares demonstraram que a 
reação termina num espaço temporal entre 1 e 2 horas e ao final de 3 horas o sinal 
proveniente do isoindolo formado na reação começa a diminuir de intensidade.  
 
Tabela 4.17 –Valores das diversas soluções para a realização de uma curva de calibração para 
quantificação ao final de 2 horas de reação, valores de concentração obtidos para vinho e vinho com 
adição de padrão. 
 
 
Ião amónio (ng) Sinal
Ião amónioreta
(ng)
48,56 1291 41,38
97,11 3066 104,92
194,22 5578 194,86
291,34 8285 291,77
388,45 10938 386,75 [Ião amónio] ppm Recuperação
Vinho 641 18,10 4,53
Vinho + 194,22ng 3448 118,60 29,65 52%
(Vinho + 194,22ng) 
diluído 10 vezes
626 17,57 4,39 90%
Padrão 40 ppm 4722 164,21 41,05 103%
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Figura 4.49 – Curva de calibração efetuada com a reação terminada, ao final de duas horas, para a 
quantificação de iões amónio. 
 
Pela observação dos valores de recuperações apresentados na Tabela 4.17, 
verifica-se que nas mesmas condições de ensaio, à exceção do tempo de reação, 
verifica-se uma maior amplitude entre os sinais e adquirindo valores no término da 
reação é possível identificar iões amónio numa solução de vinho, contudo ainda existe 
notória interferência da matriz. Um vinho ao qual é adicionado 194.22 ng de padrão, 
somente é possível recuperar 50% do valor introduzido, a mesma solução diluída 10x 
torna possível uma recuperação na ordem dos 90%, contudo é um valor meramente 
ilustrativo pois a nível de sinal em bruto situa-se abaixo do limite da recta não sendo 
um valor representativo. 
Tais resultados sugerem ser possível minimizar o efeito da matriz, diluindo a 
solução de vinho, mas para isso é imperativo deslocar a linearidade da curva de 
calibração para valores mais baixo de iões amónio. 
Ao mesmo tempo que se altera a gama de linearidade mostrou ser de interesse 
para o desenvolvimento da técnica avaliar a influência da quantidade de sulfito, uma 
vez que as amostras de vinho normalmente contêm sulfito e poderá ser este o 
interferente na reação, bem como avaliar a seletividade do método em relação à 
reatividade com possíveis aminoácidos presentes no vinho. 
  
Estudo da influência da concentração de sulfito e avaliação da interferência do 
sulfito presente no vinho na técnica de quantificação. 
 
 Na Tabela 4.18 são apresentadas as condições de ensaio e parâmetros do 
equipamento de aquisição, a quantidade de sulfito analisada está compreendida entre 
0 e 90 g.  
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Amostra L g
10mg / L 1 0.01
400mg / L 1 0.4
10mg / L 6 0.06
400mg / L 6 2.4
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Sulfito (g)
Condições de ensaio
Tampão (100mL)
0.3837g Hidróxido de sódio
0.8468g Ácido Bórico
[OPA] 8.9mM
Ião amónio 240ng
Tempo ensaio 1hora
Equipamento
Tempo exposição 250s
Intensidade led 255
Tabela 4.18 – Informação relativa às condições utilizadas para verificação da influência do sulfito na 
reação de formação do isoíndole. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.50 – Representação gráfica do sinal de fluorescência proveniente do isoindolo em função da 
quantidade de sulfito presente na reação. 
Pela análise da representação gráfica ilustrada na Figura 4.50, verifica-se que 
existe fluorescência residual na ausência de sulfito na solução, o gráfico demonstra 
um máximo para 24.6 g de sulfito por ensaio. Cada ponto corresponde à  adição de 
8.2 g de sulfito na reação, verificando-se um decréscimo de sinal de 1% no ponto 
imediatamente após o máximo, 3% em cada um dos três pontos seguintes e 4% em 
cada um dos seguintes três. Pela analise da Tabela 4.19, onde é possível verificar o 
intervalo de sulfito presente no vinho e a possível contribuição do mesmo quer 
utilizando volume de amostra de 1 L para amostras mais concentradas em iões 
amónio, como utilizando um volume de 6 L para as amostra menos concentradas em 
iões amónio. 
 
Tabela 4.19 – Estimativa de valores de sulfite presentes no vinho utilizando 1 ou 6 L de amostra. 
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Condições de ensaio
Tampão (100mL)
0.3837g Hidróxido de sódio
0.8468g Ácido Bórico
[OPA] 8.9mM
Ião amónio 240ng
Sulfito 24.6g
Tempo ensaio 1hora
Equipamento
Tempo exposição 250s
Intensidade led 255
Sendo o intervalo de quantidade de sulfito presente no vinho é 0.01 a 2.4 g, e 
através dos dados retirados da Figura 4.50 é possível aferir que o sulfito do vinho no 
máximo irá diminuir o sinal em 1%. 
 
Estudo da influência da quantidade de aminoácidos e avaliação da interferência dos 
mesmos presentes no vinho na técnica de quantificação.  
 
Na Tabela 4.20 são apresentadas as condições de ensaio e parâmetros do 
equipamento de aquisição, a quantidade de aminoácidos primários analisada está 
compreendida entre 0 e 8 g. 
 
Tabela 4.20 – Informação relativa às condições utilizadas para verificar a influência de aminoácidos na 
reação de formação do isoindolo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.51 – Representação gráfica do sinal de fluorescência proveniente do isoindolo em função da 
quantidade de aminoácidos presentes na reação. 
 
Os resultados apresentados na Figura 4.51 provam que não existe qualquer 
influência dos aminoácidos primários presentes no vinho no sinal de fluorescência na 
deteção de iões amónio. A variação existente no gráfico de aproximadamente ±1% 
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Amostra L g
30mg / L 1 0.03
300mg / L 1 0.3
30mg / L 6 0.18
300mg / L 6 1.8
Condições de ensaio
Tampão (100mL)
0.3837g Hidróxido de sódio
0.8468g Ácido Bórico
[OPA] 8.9mM
Sulfito 24.6g
Tempo ensaio 10minutos
Equipamento
Tempo exposição 2000s
Intensidade led 255
está inerente ao erro associado ao método de aquisição. Estes resultados comprovam 
a seletividade do método, na ausência de NAC e presença de sulfito, somente os iões 
amónio reagem com a OPA para formar o isoindolo. As quantidades máximas e 
mínimas de aminoácidos primários provenientes do vinho são apresentadas na Tabela 
4.21, sendo possível verificar que os valores estão compreendidos dentro do intervalo 
de estudo demonstrado na Figura 4.51, não afetando como tal o processo de medida.  
Tabela 4.21 – Estimativa de valores de aminoácidos assimiláveis presentes no vinho utilizando 1 ou 6 L 
de amostra.  
 
 
 
 
 
Após verificar a inexistência de interferência dos sulfitos e aminoácidos primários 
presentes no vinho, realizou-se a curva de calibração com quantidades de iões amónio 
a variar na solução entre 8 e 48 ng, Figura 4.52, segundo as condições descritas na 
Tabela 4.22. 
 
Tabela 4.22 – Informação relativa às condições utilizadas na realização da curva de calibração para 
quantificação de iões amónio pelo método de deteção de fluorescência proveniente do isoíndole formado 
na reação de iões amónio com sulfito e OPA. 
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Figura 4.52 - Representação gráfica da curva de calibração realizada para quantificar iões amónio com 
recurso à fluorescência do isoíndole e respetiva tabela ilustrando os valores utilizados na curva o seu 
sinal 
 
A curva de calibração realizada para quantidades de iões amónio mais baixas, 
permite analisar os valores reais de iões amónio no vinho. 
É de realçar que a curva foi realizada ao final de 10 minutos de reação, de modo a 
não ter que adquirir valores somente no término da reação e assim tornar o ensaio 
mais apelativo comercialmente. Nesta caso o ensaio foi realizado com diluição do 
vinho 151x, e pelos resultados apresentados na Tabela 4.23 percebe-se que diluições 
de pelo menos 151x inibem a interferência do efeito matriz. 
 
Tabela 4.23 – Valores obtidos na determinação de iões amónio em vinho com e sem adição de iões 
amónio e respetivas recuperações. 
 
 
Pela análise dos resultados presentes na Tabela 4.23 verifica-se que as 
recuperações apresentadas para as diversas adições de iões amónio no vinho 
apresentaram resultados bastante mais satisfatórios que os obtidos anteriormente, 
demonstrando que com as alterações efetuadas se inibiu a influência da matriz. A 
Tabela 4.24 apresenta o valor da concentração de aminoácidos presentes no vinho 
Conde Noble pela técnica comercial de quantificação K-Amiar da Megazyme e pelo 
método aqui desenvolvido para o efeito aplicando a deteção de fluorescência na 
formação do isoindolo na reação de NH4+-OPA-SO32-. 
Adição Ião 
amónio (ng)
Sinal
Ião amónio 
(ng)
Recuperação
Vinho + 0 2055 13.25 ng %
Vinho + 16 4441 28.63 15.4 96%
Vinho + 24 5319 34.29 21.0 88%
Vinho + 32 7176 46.26 33.0 103%
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Fluorescência K-AMIAR Diferença entre 
métodosmg / L
Vinho 13.248 14.306 -7%
 
Tabela 4.24 – Resultados obtidos na quantificação de iões amónio pelos dois métodos descritos, e o erro 
do método desenvolvido em relação ao comercial 
 
 
 
 
Os valores determinados pelas duas técnicas apresentam um erro entre elas de 
7%, sendo que a deteção por fluorescência apresenta valor menor, este valor é 
considerado como aceitável pois a diferença entre 13.248 e 14.306 mg / L na indústria 
vinícola é perfeitamente desprezável. Contudo é necessário verificar o erro associado 
para concentrações de iões amónio elevadas como por exemplo em mostos e não em 
vinhos. 
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4.5. Conclusões 
 
Ao longo deste capítulo desenvolveram-se sensores e metodologias para a 
quantificação analítica de compostos de interesse para a indústria agroalimentar e em 
particular para a indústria vitivinícola. O trabalho proposto incidiu na determinação do 
pH, iões amónio e aminoácidos primários presentes em soluções de vinho. 
A determinação do pH recorreu ao desenvolvimento de um elétrodo de pH baseado 
em óxidos mistos de irídio, obtidos por via eletroquímica. A opção pela medição do pH 
recorrendo a um elétrodo de estado sólido deve-se á sua maior facilidade de posterior 
miniaturização e como tal incorporação no analisador portátil que a empresa se 
encontra a desenvolver. 
Os filmes de óxido de irídio foram depositados em superfícies de ouro recorrendo a 
métodos eletroquímicos (potenciodinâmicos e galvanostáticos). O crescimento dos 
filmes foi otimizado de modo a obter uma elevada estabilidade dos filmes depositados 
e tempos curtos de resposta, tendo-se revelado a deposição galvanostática a 0.1 
mA/cm2 e com carga de deposição de 100 mC/cm2 como a mais indicada. 
A resposta ao pH observada para estes filmes teve um comportamento supra-
Nernsteniano, com valores de 70 mV por unidade de pH, mas de acordo com o 
reportado na literatura. Quando testados em soluções de tampão universal os mesmos 
manifestam excelente linearidade (R2=0.9994) para uma gama de pH compreendida 
entre 2 e 7. 
A aplicação dos elétrodos construídos na medição do pH em amostras de vinho, 
revelou uma interferência significativa de espécies redox presentes nestas amostras, 
impossibilitando a estabilização do potencial de circuito aberto ao longo do tempo, e 
consequente medição precisa do pH do mesmo. Na tentativa de minimizar a ação dos 
interferentes, foram depositadas diferentes membranas na superfície de IrOx. 
Realizou-se o crescimento eletroquímico de um filme não condutor de polifenol e 
também a deposição física de uma membrana de Nafion. Contudo, não permitiram a 
obtenção dos resultados desejados. 
O presente estudo também teve como objectivo a quantificação de azoto 
assimilável em amostras de vinho, e para tal foram desenvolvidos métodos distintos 
para a determinação individual de iões amónio e aminoácidos primários. 
A primeira aproximação recorreu à construção de um elétrodo seletivo de iões 
amónio, de estado sólido, através da deposição de uma membrana seletiva de iões de 
amónio numa superfície condutora. Diferentes metodologias foram ensaiadas na 
modificação da superfície com a membrana: imersão numa solução contendo a 
membrana líquida ou deposição direta (“casting”). Apesar de se registar uma variação 
linear da resposta do sensor com o logaritmo da concentração de ião amónio presente 
em solução, os resultados revelaram um grande dependência, não só, do método 
selecionado para depositar a membrana, como uma baixa reprodutibilidade dentro do 
mesmo método e uma dependência do grau de hidratação da membrana. A introdução 
de um condutor misto na interface entre o metal e a membrana polimérica revelou que 
com a introdução de um filme de polipirrolo e uma membrana hidratada durante 24 
horas é possível a obtenção de elétrodos com uma resposta mais rápida e com menor 
desvio temporal (“drift”). 
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A otimização das condições de preparação do elétrodo seletivo de iões amónio 
(formação, hidratação e a inclusão ou não de condutores mistos entre elétrodo e 
membrana) não foram efetuados uma vez que testes preliminares revelaram a 
impossibilidade de efetuar tais medidas em vinho. Durante a produção industrial do 
vinho, as correções efetuadas à sua composição recorrem a sais de potássio, sendo 
este um grande interferente na medição de iões amónio. Isto porque o coeficiente de 
seletividade para o potássio se situa bastante próximo do da iões amónio. 
Com o intuito de obter um método fiável de quantificação de azoto assimilável o 
trabalho prosseguiu através da quantificação de iões amónio e aminoácidos primários 
por métodos óticos, recorrendo à plataforma Enosense® desenvolvida pela empresa. 
Dois métodos distintos para a determinação de iões amónio e aminoácidos, foram 
desenvolvidos recorrendo à reação entre o-ftladeído com nucleófilos e respetiva 
propriedades de fluorescência dos produtos formados. Em ambos os métodos o 
produto da reação é excitado a uma comprimento de onda situado nos 365 nm sendo 
a fluorescência medida a 450 nm para o caso dos aminoácidos primários e 421 nm 
para a deteção de iões amónio.  
Por forma a validar as novas metodologias, os resultados obtidos foram 
comparados com os alcançados pelos métodos rotineiros atualmente empregues na 
indústria: medida de absorvância do isoindolo formado, recorrendo ao kit comercial K-
PANOPA para a determinação dos aminoácidos e determinação por método 
enzimático usando o kit K-AMIAR para a determinação dos iões amónio. 
Os estudos iniciais realizados na determinação dos aminoácidos primários 
revelaram uma discrepância acentuada entre os valores obtidos para diferentes vinhos 
pelo método de referência e o novo método baseado em medidas de fluorescência. 
Após uma análise cuidada dos resultados e com base em diferentes procedimentos 
testados, constatou-se que essa diferença era apenas devida a uma seleção errónea 
do aminoácido padrão. Por recurso a um ajuste matemático obteve-se uma excelente 
correlação entre os dois métodos. As assinaláveis taxas de recuperação obtidas a 
rondar os 95% demostram não existir interferência da matriz das amostras de vinho. 
O ensaio otimizado quantifica aminoácidos assimiláveis em 12 minutos e com 1L 
de amostra entre 25 e 190 mg/L, sendo possível alterar o volume de amostra e alargar 
a gama de linearidade por forma a coincidir com a gama de interesse para a área 
vitivinícola, compreendida entre 30-300 mg/L. 
Para a nova metodologia desenvolvida para a deteção de iões amónio por 
fluorescência, e em oposto ao observado para os aminoácidos, verificou-se uma 
elevada interferência da matriz nas condições iniciais selecionadas.  
Efectuou-se um estudo sistemático, de forma a elucidar se a interferência advém de 
sulfitos ou aminoácidos, utilizando-se diferentes concentrações destes compostos e os 
resultados provam que estes compostos não interferem na gama de concentrações 
usualmente encontrados nestas matrizes. 
O efeito da matriz foi minimizado deslocando a gama de linearidade para valores 
mais baixos de iões amónio permitindo diluir a amostra 151 vezes, deste modo obteve-
se um ensaio com duração de 10 minutos, gama de quantificação entre 8 e 48 ng de 
iões amónio com somente 1 L de amostra. A adição de 16, 24 e 32 ng de iões 
amónio à solução de vinho possibilitou obter recuperações de 96, 88 e 103% 
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respetivamente. A linearidade do método foi demonstrada pela curva de calibração 
obtida com R2=0.997. 
A formação do isoíndole na reação de NH4+-OPA-SO32- demonstrou ser 
quantificável para a determinação de iões amónio em vinhos. A aplicabilidade desta 
técnica desenvolvida para a quantificação de iões amónio sem alteração do 
equipamento Enosense® e sem material biológico, reação química, em detrimento do 
ensaio enzimático comum é de extrema relevância para a empresa que se procura 
situar no mercado da quantificação de parâmetros inerentes à indústria vinícola. 
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5.1. Conclusões finais e perspetivas futuras 
 
Os resultados apresentados na presente tese de doutoramento foram obtidos em 
função da participação em projetos de I&D em que a empresa de acolhimento 
participou. De salientar que foram não só projetos externos com outras entidades mas 
também projetos internos de investigação e desenvolvimento da própria empresa.  
O produto que a empresa, Lumisense Lda, pretende colocar no mercado consiste 
num analisador automático portátil para a indústria agroalimentar, e deste modo o 
trabalho desenvolvido ao longo desta tese centrou-se num objetivo central: estudo e 
desenvolvimento de tecnologia e metodologias para a determinação analítica de 
compostos de interesse industrial para a indústria agroalimentar. Os objetivos 
científicos foram definidos em linha com a participação da Empresa em projetos de 
I&D europeus e nacionais. 
Pelo fato de o mercado de entrada da empresa ser a indústria vitivinícola, especial 
enfâse foi consagrado na deteção de compostos e na aplicação das tecnologias em 
amostras de vinho.  
De um ponto de vista dos métodos selecionados para a deteção destes compostos, 
com a exceção da determinação do pH (potenciometria) todos os outros se baseiam 
em medidas de intensidade ótica, em particular de quimioluminescência com e sem 
perturbação eletroquímica, absorvância e de fluorescência. 
No primeiro capítulo de resultados é apresentado o trabalho desenvolvido para a 
elaboração de uma plataforma para aplicação em biossensores óticos baseados em 
eletroquimioluminescência. O objetivo final para a construção desta plataforma 
consiste na síntese e respetiva imobilização, à superfície de um elétrodo, de 
polieletrólitos contendo grupos ferroceno, grupos luminol, e biomoléculas na sua 
estrutura. O trabalho realizado foca-se na investigação necessária para a obtenção de 
superfícies de elétrodos com o mediador redox imobilizado. Para atingir tal objetivo foi 
necessário a síntese química de um polieletrólito contendo grupos ferrocenos na sua 
estrutura, sua caracterização, deposição e caracterização dos elétrodos modificados 
(ITO e ouro) em termos de repostas eletroquímicas e óticas.  
Foram testadas duas superfícies de elétrodos para a deposição destes 
polieletrólitos funcionalizados, ouro e ITO, demonstrando-se que apenas na superfície 
de ITO se observa o processo de mediação dos metalocenos na reação de 
quimioluminescência para o sistema luminol/H2O2. Esta intermediação traduziu-se num 
desvio negativo considerável de 400 mV, do processo EQL na presença dum 
mediador redox.  
A eficácia da síntese química de polielectrólitos catiónicos contendo grupos 
ferroceno na sua estrutura foi confirmada através da resposta eletroquímica do par 
redox, evidenciada para os elétrodos modificados com este material. Através do 
comportamento eletroquímico foi inferida a carga correspondente à oxidação/redução 
do material eletroativo depositado e o mecanismo de transferência de carga envolvido, 
confirmando a sua imobilização à superfície. Em ambos os materiais de elétrodos se 
verificou uma elevada estabilidade da resposta dos grupos ferroceno imobilizados, em 
meio ácido. Uma perda de eletroatividade dos mesmos foi detetada, no entanto, 
quando os elétrodos modificados foram perturbados electroquimicamente em soluções 
neutras ou básicas, pH necessários para uma ideal reação entre o luminol e o 
peróxido de hidrogénio.  
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De que se tenha conhecimento este é um trabalho original, não se tendo detetado 
qualquer trabalho na literatura que recorra a polieletrólitos contendo grupos ferroceno 
para catalisar a reação de quimioluminescência entre o luminol e o peróxido de 
hidrogénio. Os resultados aqui descritos e discutidos abrem portas a mais estudos de 
otimização para que este tipo de elétrodos modificados que contém um medidor 
imobilizado possam ser eficazmente utilizados em sistemas analíticos. 
Os estudos futuros envolvendo este sistema deverão centrar-se em avaliar o 
comportamento dos elétrodos modificados com Fc-PAH por microbalança de cristal de 
quartzo para acompanhar os processos de variação de massa. Em particular durante 
os processos eletroquímicos realizados em meios neutros e básicos. Deverão 
igualmente encetar-se esforços na avaliação do comportamento de diferentes 
polieletrólitos contendo grupos ferroceno (e.g. polietilenimina) e na síntese de um 
polieletrólito aniónico modificado com luminol. 
Seguindo a estrutura apresentada na tese, o trabalho seguinte reportou o 
desenvolvimento de um equipamento e associado método analítico para a deteção de 
ocratoxina A em amostras de cereais e vinho.  
Os resultados apresentados refletem a elevada componente tecnológica deste 
capítulo, consequência da necessidade de obtenção de um equipamento funcional 
com requisitos bem definidos. Na posse do equipamento na sua versão final, foi 
possível a obtenção de resultados de carácter mais científico respeitantes à 
otimização de todos os parâmetros para o funcionamento de um imunoensaio com 
transdução ótica. 
A obtenção do equipamento na sua versão final foi um processo iterativo e 
progressivo, tendo sido contruídos quatro versões distintas. De uma forma sucinta 
realizou-se a conceção, desenho, construção e teste de bomba peristáltica miniatura; 
elaborou-se os requisitos para redesenhar a placa eletrónica de controlo do 
equipamento; realizou-se o desenvolvimento do software de controlo embebido 
(firmware).  
Um novo imunoensaio competitivo direto miniaturizado, para deteção de Ocratoxina 
A, foi desenvolvido com sucesso. Para tal foram desenvolvidas e testadas diferentes 
estruturas microfluídicas. Um estudo sistemático envolvendo a otimização das 
concentrações dos diferentes reagentes e parâmetros experimentais foi realizado.  
A deteção otimizada de OTA recorrendo às estruturas microfluídicas desenvolvidas 
ocorre quando a imobilização prévia de OTA-BSA é realizada através da passagem de 
uma solução contendo 50 μg/ml a 10 μl/min e durante um minuto. Por sua vez o 
processo de deteção de OTA apresenta uma sensibilidade máxima numa gama linear 
mais alargada de concentrações, quando se recorre a uma deteção com uma solução 
de anti-OTA-HRP com concentração de 2 μ/ml, durante três minutos, a um fluxo de 5 
μl/min. 
A conjugação do novo equipamento e respetivas estruturas microfluídicas 
revelaram-se eficientes para a deteção de OTA em vinho no limite legal de 2 ng/mL, 
tendo sido o protótipo validado também para a deteção de OTA em cereais de 
alimentação animal para 50 ppb, cinco vezes inferior ao limite legal estabelecido pela 
união europeia, podendo facilmente o ensaio ser ajustado para a deteção no limite 
legal de 250 ppb 
 O sucesso no desenvolvimento do protótipo pré-industrial antevê a sua conversão 
num produto final para comercialização num futuro próximo. Para tal serão ainda 
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necessários efetuar os processos de validação para diferentes matrizes, como vinho e 
cerveja. Seria bastante vantajoso conseguir implementar alterações de modo a 
minimizar o tempo despendido pelo operador, isto é, minimizar o número de interações 
que o operador tem com a máquina em cada ensaio. Este fato pode ser resolvido 
automatizando um chip previamente cheio pelo operador no início (somente uma 
interação com o aparelho) e que após introdução no equipamento este dê 
continuidade ao processo do início ao fim. 
Com o intuito puramente comercial seria interessante despender algum esforço na 
procura de novos materiais para o fabrico do chip, de modo a reduzir o seu preço de 
produção. A transformação do equipamento de análise única em multi-paramétrico, 
para diferentes tipos de micotoxinas, é a sequência lógica deste trabalho. A 
capacidade da adição de novos ensaios, além de ocratoxina A, dependerá da 
disponibilidade de anticorpos monoclonais sensíveis e específicos, da preparação dos 
conjugados específicos e a prevenção da interferência entre os ensaios (“cross-talk”). 
No último capítulo da tese expuseram-se os resultados obtidos no desenvolvimento 
de sensores e metodologias para a quantificação de pH, iões amónio e aminoácidos 
primários em amostras de vinho. 
Para a construção de um elétrodo de pH de estado sólido, facilmente miniaturizável, 
optou-se por determinar as condições experimentais indicadas, para o crescimento de 
óxidos mistos de irídio em superfícies de ouro recorrendo a métodos eletroquímicos 
(potenciodinâmicos e galvanostáticos). O crescimento dos filmes foi otimizado de 
modo a obter uma elevada estabilidade dos filmes depositados e tempos curtos de 
resposta, tendo-se revelado um melhor desempenho para os filmes depositados por 
métodos galvanostáticos. Foi obtida uma resposta supra-nernstiana (70 mV/pH) com 
excelente linearidade para um intervalo de pH compreendido entre 2 e 7.  
A determinação do pH de amostras de vinho, recorrendo aos sensores de pH 
desenvolvidos, não foi possível, em virtude de interferência de compostos redox na 
matriz de vinho. Esforços para minimizar estas interferências por meio de membranas 
adicionais mostraram-se infrutíferos, ao contrário da determinação de iões amónio e 
aminoácidos primários, que com base nos novos métodos desenvolvidos neste 
trabalho, permitiu a quantificação de azoto assimilável em amostras de vinho.  
A determinação de iões amónio foi concretizada por dois métodos analíticos 
distintos. Recorrendo a um elétrodo seletivo de amónio, desenvolvido ao longo do 
trabalho, e por medidas de fluorescência de isoíndoles formados através de uma 
reação e condições experimentais especificas.  
A construção de um ISE de estado sólido que responda de forma linear a diferentes 
concentrações de iões amónio em solução foi conseguida. Após a otimização das 
condições experimentais, o elétrodo revelou uma variação linear da resposta do 
sensor com o logaritmo da concentração de ião amónio presente em soluções padrão, 
mas extremamente dependente do método de deposição da camada polimérica, do 
nível de hidratação da mesma, revelando ainda uma fraca reprodutibilidade no 
processo de produção. A introdução de um condutor misto na interface entre o metal e 
a membrana polimérica melhora a resposta dos elétrodos, nomeadamente com a 
introdução de um filme de polipirrolo e uma membrana hidratada durante 24 horas 
obtendo-se elétrodos com uma resposta mais rápida e como menor desvio temporal.. 
Contudo, a quantificação de iões amónio em amostras reais (vinho), recorrendo ao ISE 
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desenvolvido não foi possível, devido à elevada concentrações de iões potássio nas 
mesmas. 
A determinação de, não só iões amónio em amostras de vinho, mas também de 
aminoácidos primários, foi conseguida por recurso a novas metodologias 
desenvolvidas e recorrendo à plataforma Enosense® da empresa. 
Fazendo uso da reação especifica entre orto-ftladeído com diferentes nucleófilos 
(tióis e iões sulfito) e medindo a intensidade de sinal ótico proveniente das 
propriedades de fluorescência dos produtos formados, foi possível quantificar os 
compostos que constituem o azoto assimilável das leveduras. O sinal ótico adquirido, 
aquando da excitação dos produtos formados com uma fonte de 365 nm, permite 
quantificar aminoácidos primários e iões amónio recolhendo o sinal emitido, a 450 e 
421 nm respetivamente. 
Uma análise cuidada dos resultados obtidos na determinação de aminoácidos por 
fluorescência, permitiu concluir que o padrão de isoleucina, usualmente empregue na 
quantificação recorrendo a medidas de absorvância, não é o mais indicado para uma 
deteção por fluorescência. Uma excelente correlação entre o método de referência 
selecionado e o procedimento desenvolvido foi atingida através de um simples ajuste 
matemático contabilizando este aspeto. A vantagem de não existirem efeitos de matriz 
para a nova metodologia baseada em medidas de fluorescência é manifestada pelas 
elevadas taxas de recuperações obtidas para este método.  
Após otimização, foi possível quantificar aminoácidos primários em 12 minutos e 
com apenas 1L de amostra num intervalo de linearidade entre 25 e 190 mg/L, sendo 
que é possível ajustar a gama de linearidade adaptando o volume de amostra.  
Em oposto ao observado para a deteção de aminoácidos recorrendo a medidas de 
fluorescência dos isoíndoles formados, na determinação de iões amónio em vinho, foi 
observada uma elevada influência da matriz. Os ensaios realizados para determinar a 
influência da presença de iões sulfitos e aminoácidos, na composição inicial da 
amostra, permitem despistar estes compostos como os responsáveis por tal 
interferência. 
A influência da matriz, foi no entanto anulada, realizando uma maior diluição da 
amostra de vinho, conseguindo-se atingir uma gama de quantificação de 8 a 48 ng de 
iões amónio com somente 1 L de amostra. Obtiveram-se taxas de recuperação 
excelentes para a determinação de iões amónio com uma linearidade ótima observada 
entre o sinal de fluorescência e a concentração de iões amónio presente em solução. 
A possibilidade de quantificar iões amónio em amostras de vinho, por um método 
fiável e rápido e sem recurso a elementos biológicos, como os atualmente empregues, 
é um resultado de interesse extremo para a empresa.  
De modo a comercializar as técnicas desenvolvidas é fundamental proceder á 
determinação de iões amónio e aminoácidos assimiláveis para mostos bem como 
efetuar uma análise estatística de resultados de modo a avaliar a precisão e 
reprodutibilidade dos métodos.  
Para constituir uma mais-valia inequívoca é importante verificar a possibilidade de 
quantificação de azoto assimilável recorrendo à junção dos dois métodos, efetuando a 
determinação de iões amónio a 421 nm, sabendo de antemão que esta técnica não 
contabiliza aminoácidos assimiláveis, seguido de forma sequencial da determinação 
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de aminoácidos assimiláveis a 450 nm com recurso à adição de N-acetil-L-cisteína à 
solução. 
 
O trabalho executado ao longo da tese de doutoramento em empresa permitiu-me 
adquirir novas competências em áreas tão distintas como: domínio de métodos 
eletroquímicos, métodos de aquisição de sinal ótico; desenho técnico em 3D, domínio 
de técnicas de impressão 3D por filamento (conversão de desenhos 3D em ficheiros 
.STL, domínio de ferramentas informáticas de preparação do objeto para impressão 
(slicer); domínio de software de CAD/CAM para maquinação CNC, domínio básico de 
programação em C++ em ambiente Arduino, fabrico de estruturas microfluídicas por 
litrografía suave (“soft-lithography”),  experiência na estruturação e execução de 
imunoensaios miniaturizados  e adquirir experiência na participação em projetos 
nacionais e internacionais. 
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Anexo 1 – Diagrama esquemático da 1ª versão da placa desenvolvida para o Demotox, imagem 1/2 
 
Anexo 2 – Diagrama esquemático da 1ª versão da placa desenvolvida para o Demotox, imagem 2/2 
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Anexo 3 – Vista 3D da 1ª versão da placa desenvolvida para o Demotox. 
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Anexo 4 – Diagrama esquemático da 2ª versão da placa desenvolvida para o Demotox, imagem 1/3 
 
 
Anexo 5 – Diagrama esquemático da 2ª versão da placa desenvolvida para o Demotox, imagem 2/3 
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Anexo 6 – Diagrama esquemático da 2ª versão da placa desenvolvida para o Demotox, imagem 3/3 
 
 
Anexo 7 – Vista 3D da 2ª versão da placa desenvolvida para o Demotox. 
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Anexo 8 – Diagrama esquemático da versão final da placa desenvolvida para o Demotox, imagem 2/3 
 
 
Anexo 9 – Diagrama esquemático da versão final da placa desenvolvida para o Demotox, imagem 2/3 
Anexos 
242 
 
 
Anexo 10 – Diagrama esquemático da versão final da placa desenvolvida para o Demotox, imagem 3/3 
 
 
Anexo 11 – Vista 3D da versão final da placa desenvolvida para o Demotox. 
 
 
 

